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(article 18 et regies 43 et 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

FLAMEL0056 


POUR SUITE vo ' r la not ifi cat i° n de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 00/00513 


Date du depot internationalfj'our/mo/s/annee^ 

01/03/2000 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

02/03/1999 


Deposant 

FLAMEL TECHNOLOGIES et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a ('article 1 8. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

] | la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

contenu dans la demande internationale, sous forme ecrrte. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



□ 
□ 



deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

remis uHerieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

remis ulierieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

La declaration, selon laquelle le listage des sequences presents par ecrit et fourni uHerieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

II a ete estlme que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas falre I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
II y a absence d'unlte de I'lnventlon (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le tltre, 

[X] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



En ce qui concerne I'abrege, 

| y | le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° 



I | suggeree par le deposant. Q Aucune des figures 

| | parce que le deposant n'a pas suggere de figure. n est a P ublier - 

| | parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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Buckinghamshire, England declare: 

That the translator responsible for the attached translation is knowledgeable in the French 
language in which the below identified international application was filed, and that, to the 
best of RWS Group pic knowledge and belief, the English translation of the international 
application No. PCT/FROO/00513 is a true and complete translation of the above identified 
international application as filed. 

I hereby declare that all the statements made herein of my own knowledge are true and that all 
statements made on information and belief are believed to be true; and further that these 
statements were made with the knowledge that willful false statements and the like so made 
are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of the United 
States Code and that such willful false statements may jeopardize the validity of the patent 
application issued thereon. 




ate: August 1, 2001 
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C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ° Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 
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invention 
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involve an inventive step when the document is taken alone 
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A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 
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Documentation minim ale consullee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 
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Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 
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C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 0 Identification des documents cites, avec, le cas echeant, I'indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



EP 0 890 663 A (KANEKA CO) 

13 janvier 1999 (1999-01-13) 

page 4, ligne 43 - page 5, ligne 43; 

examples 1-5 

DATABASE CHEMABS 'en ligne! 
CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 
OHIO, US; 

STN, CAPLUS accession no. 1979:422431, 
XP002125733 
abrege; RN 60-23-1 
* idem * 

& Y. CH0NAN ET AL: HIKAKU KAGAKU, 
vol. 24, no. 3, 1978, pages 140-147, 

-/-- 



1-3,8 



1,4,5,9 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considers comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais publie a la date de depot international 
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"L* document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison spectale (telle qu'indiquee) 

"O* document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
"P" document publie avant la date de depot international, mais 

posterieurement a la date de priorite revendiquee 



"T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou ia 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 
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Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 
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09/91442* 
SmuHKOm 2 8 AUG 2001 

WO 00/52052 PCT/FR00/00513 

1 

PEPTIDES COLLAGENIQUES MODIFIES PAR GREFFAGE DE FONCTIONS 
MERCAPTO, L'UN DE LEURS PROCEDES D'OBTENTION 
ET LEURS APPLICATIONS COMME BIOMATERIAUX. 

La presente invention concerne dc nouveaux peptides collageniques 
chimiquement modifies par grefFage de fonctions thiols libres ou substitutes, portees 
par des restes mercaptoamines. Lorsque les peptides collageniques comportent des 
fonctions thiol, ils ont la propriete d'etre r&iculables par oxydation et conduisent a un 
5 derive" de collagene reticule par des ponts disulfides. 

L'invention vise egalement un procede de preparation de ces nouveaux 
derives de collagene qui sont sous forme reticulable, sous forme d'un precurseur du 
derive reticulable ou bien encore sous forme reUculee. 

L'invention a Egalement trait aux applications de ces nouveaux peptides 
10 collageniques a (itre de biomateriaux utiles comme matieres premieres pour la 
fabrication de produits medicaux, chirurgicaux ou cosmetiques, tels que les tissus ou 
les organes artificiels, la peau artificielle, les protheses ou implants osseux, 
ligamentaires, cardio-vasculaires, intra-oculaires, intraperitoneaux ... ou bien encore 
les systemes de bioencapsulation (implants, microspheres, microcapsules) permettant 
15 la liberation prolongee et controlee de principes actifs in vivo. Les accessoires 
medicaux tels que les fils de suture ainsi que les revetements de biocompatibilisation 
d'articles medicaux implantables, constituent d'autres illustrations des possibilites 
d'application des nouveaux biomateriaux selon l'invention. 

Au sens de la presente invention, le terme peptide collagenique designe nolamment le 
20 collagene avec ou sans telopeptides, le collagene denature ainsi que la gelatine. 

On trouve sur 1c marche differentes qualites commerciales de collagene, avec ou sans 
telopeptides. Ces coltagenes commerciaux peuvent etre d'origine humaine ou animale. 
Le collagene est une proteine connue, presente a tous les niveaux de l'organisation des 
tissus animaux : il s'agit de la principale proteine de la peau et des tissus conjonctifs. 
25 Par nature, il possede des caracteristiques biochimiques et physico-chimiques 
relativement bien adaptees pour des utilisations en tant que biomateriaux. Ces 
caracteristiques sont, notamment : bonne biocompatibilite, biodegradabilite, caractere 
hemostatique ... 

Cependant, force est de constater que les articles medicaux, chirurgicaux 
30 ou cosmetiques implantables a base de collagene soufTrent de certaines lacunes. Leurs 
caracteristiques mccaniques sont faibles et rendent leur manipulation delicate, voire 
les rendent inutilisables pour certaines applications. De plus, leur biodegradation pcut 
etre trop rapide lorsque les implants doivent cxercer des fonctions palliatives et/ou 
curatives pour de longues periodes. Pour ameliorer les caracteristiques mccaniques et 
35 de biodegradation des implants a base dc collagene, il s'avcrc necessaire de le modifier 
chimiquement, cn particulicr dc 1c rcliculcr. 
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Pour modifier, en particulier reticuler, des peptides collageniques, on 
utilise les fonctions reactives presentes sur les chatnes laterales de certains acides 
amines du collagene, a savoir : 

• les fonctions amines des residus lysine, representant en nombre 3 % des acides 
5 amines, 

• les fonctions acides carboxyliques des acides aspartiques et glutamiques, 
representant en nombre 9 a 12 % des acides amines, 

• les fonctions alcool des residus serine, threonine et hydroxyproline, representant en 
nombre 14 % des acides amines. 

10 Cest ainsi que sont apparus quatre grands types de techniques de 

reticulation artificielle de ce peptide collagenique. 

1. Creation d'un reseau par liaisons covalentes entre les molecules de collagene, par 
irradiation, deshydratation poussee . Cette reticulation est obtenue sans 
fonctionnalisation chimique du collagene. 
15 2. Activation des groupements naturels du collagene, pour introduire la possibility 
d'autoreticulation, par exemple par oxydation (periodate) ou par activation 
fonctionnelle (activation des acides par des carbodiimides, sous forme d'azide ... 
qui reagissent avec les amines). 

3. Reticulation a l'aide d'agents chimiques pontants bi- ou poly-fonctionnels 
20 (aldehydes, composes dicarboxyliques, diamines, diisocyanates, disulfonyl- 

chlorures, polyethylenegiycol difonctionnalise). 

4. Copolymerisation par liaisons covalentes du collagene avec un autre polymere 
(polyacrylique, copolyacrylonitrile-styrene, polyurethane, polyalcool, silicone). 

Une variante de la reticulation de type 3. par pontage peut consister a mettre en 
25 oeuvre des derives difonctionnels contenant des groupements disulfure. Cette variante 
est celle a laquelle on s'interesse dans le cadre de 1'invention. Ladite variante a donne 
lieu, dans Tart anterieur, a diverses propositions techniques, qui vont etre presentees 
ci-apres. 

L'article de F. SCHADE & H. ZAHN [Einbau von cystin-briicken in 
30 Kollagen, Angew. Chem., 74, 904, 1962], decrit la fonctionnalisation de collagene a 
l'aide d'un deriv6 de la cystine, par formation de liaisons amides entre, d'une part, les 
motifs NH2 libres des residus lysine de la chaine collagenique et, d'autre part, les 
motifs carboxyles du derive de cystine, prealablement actives par esterification a l'aide 
de nitrophenol. La reduction des ponts disulfure des derives de cystine grefFes conduit 
35 a un materiau thiolise reticulable par oxydation. Dans la mesure ou seuls les residus 
lysine du collagene sont fonctionnalises, le taux maximal de fonctionnalisation, 
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directement proportionnel au niveau de reticulation, est au maximum de 3 % en 
nombre. 

La demande de brevet europeen EP 0 049 469 divulgue la 
fonctionnalisation de collagene soluble extrait de tendons a l'aide de N-acetyl 
5 homocysteine thiolactone. II s'agit la encore d'une reaction entre les motifs carboxyles 
de l'agent de fonctionnalisation et les motifs amine des residus lysine du collagene. Le 
taux maximum de fonctions thiols greffees est done la aussi au maximum de 3%. 

Pour obtenir de nouveaux derives collageniques thioles et/ou pour 
augmenter les taux de greffage de fonctions thiols sur le collagene et par suite le 
10 niveau de reticulation, la demanderesse a propose, en son temps, trois nouvelles voies 
de fonctionnalisation chimique du collagene par des groupements porteurs de 
fonctions thiols ou des precurseurs de ceux-ci. 

La premiere voie est decrite dans le brevet francais FR 2 692 582 qui concerne 
un collagene greffe avec des derives thioles (cysteine, homocysteine, cysteamine) : 
15 - par l'intermediaire d'une rotule succinique dont l'une des extremites carboxyle 

a reagi avec des motifs amine des residus lysine et avec certains motifs alcool 
des residus serine threonine et hydroxyproline du collagene et dont l'autre 
extremite carboxyle a reagi avec le motif amine du derive thiole; 
- et eventuellement directement sans rotule sur les fonctions carboxyle des 
20 acides aspartiques et glutamiques du collagene. 

On peut ainsi atteindre jusqu'a 29 % de fonctionnalisation des acides amines du 
collagene. 

Les fonctions mercaptoaminees - e'est-a-dire les derives thioles - decrites dans ce 
brevet francais, sont fixees directement ou indirectement sur les fonctions NH 2 , OH et 
25 COOH Iibres du collagene. Ce brevet ne divulgue pas de peptide collagenique dont les 
motifs OH et NH 2 sont fonctionnalises par d'autres fonctions que des fonctions 
mercaptoaminees. 

La deuxieme voie est donnee dans le brevet FR 2 699 184 ayant trait a un 
collagene greffe avec des derives thioles (cysteine, homocysteine) fixes directement 

30 sur les motifs amine des residus lysine et certains motifs alcool des residus serine, 
threonine et hydroxyproline. Conformement a l'invention decrite par ce brevet, l'agent 
de fonctionnalisation (e.g. cystine) precurseur du derive thiole greffe sur le collagene 
comprend une fonction carboxyle activee, reagissant avec les NH 2 des lysines pour 
former des amides et avec les OH des serines, threonines et hydroxyprolines pour 

35 former des esters. Cet agent de fonctionnalisation comprend egalement une fonction 
amine protegee, qui ne peut pas reagir avec les carboxyles des acides aspartique €t 
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glutamique de la chaine collagenique. Le taux maximum de greffage que Ton peut 
atteindre par cette methode est de 17 %. 

Une troisieme voie de modification chimique du collagene mise au point par la 
demanderesse pour apporter une fonctionnalite reticulante a un tel polymere, est 
5 decrite dans le brevet francais FR 2 723 957. Ce brevet divulgue un collagene greffe 
sur les motifs amine libres de ses residus lysine, par un derive thiole constitue par de la 
cysteine ou de l'homocysteine dont les fonctions amine et thiol sont protegees par un 
seul et meme groupement protecteur, l'ensemble formant un motif thiazolidine. 
L'acide carboxylique du deriv6 thiazolidine est active pour pouvoir reagir avec les 
10 fonctions amines des residus lysine. En consequence, le taux de greffage est ici d'au 
maximum 3 %. Les fonctions carboxyliques libres des acides glutamiques et 
aspartiques de la chaine collagenique ne sont pas substituees dans le collagene selon 
ce brevet. 

Les collagenes selon ces trois brevets francais permettent la preparation 

15 d'articles medicaux (gels, feutres, films ...) presentant des niveaux de reticulation, 
c'est-a-dire des caracteristiques mecaniques et de biodegradation, interessantes. Us 
restent cependant perfectibles. 

On connait par ailleurs des collagenes substitues par des groupements qui 
ne sont pas des fonctions de reticulation et qui sont destines a procurer au collagene 

20 d'autres proprietes, par exemple en modulant ses caracteristiques de solubilite et/ou 
ses caracteristiques rheologiques et/ou ses caracteristiques biologiques. C'est ainsi que 
la demande de brevet PCT WO 90/05755 decrit un collagene, dont les amines des 
residus lysine qu'il comprend, sont substituees par une chaine polymere hydrophile 
synthetique et plus particulierement par du monomethylPolyEthyleneGlycol. Ce 

25 collagene-PEG est presente comme ayant une immunogenicite reduite et des 
proprietes mecaniques d'elasticite et de ma!16abilite ameliorees. 
La demande de brevet PCT WO 94/01483 divulgue quant a elle un materiau polymere 
conjugue biocompatible, biologiquement inerte, forme par un polymere naturel tel que 
le collagene, lie par une liaison ether a un polymere hydrophile synthetique tel que le 

30 polyethyleneglycol (PEG). 

Les collagenes modifies selon 1'art anterieur ne procurent pas toutes les 
satisfactions souhaitables, quand a leurs proprietes mecaniques, leurs cinetiques de 
degradation in vivo et leurs caracteristiques biologiques. Par ailleurs, les collagenes 
connus et modifies par des fonctions thiols libres ou substituees restent encore 

35 perfectibles, en ce qui concerne le controle, au travers du taux de reticulation, de leurs 
caracteristiques mecaniques et biologiques. 
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Enfin, les formes reticulables des collagenes modifies connus gagneraient a posseder 
des proprietes de solubilite dans une large gamme de pH, de facon a faciliter leur mise 
en oeuvre et ce sans que cela ne porte prejudice a leur niveau de reticulation. 

Dans cet etat de l'art, l'un des objectifs essentiels de 1'invention est de 
5 fournir de nouveaux collagenes modifies par greffage de fonctions thiols, libres ou 
substitutes, ces nouveaux collagenes se devant d'etre aptes a reticuler de maniere 
suffisante et controlee, par formation de ponts disulfure intercatenaires. 

Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir de nouveaux 
collagenes modifies par greffage de fonctions thiols et caracterises par de forts taux de 
1 0 greffage coexistant avec une bonne solubilite dans une large gamme de pH. 

Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir de nouveaux 
collagenes modifies par greffage de fonctions thiols et faciles a mettre en oeuvre et a 
manipuler industriellement. 

Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir de nouveaux 
15 collagenes modifies par greffage de fonctions thiols, dans lesquels les fonctions 
reactives ne sont pas toutes mobilisees par la reticulation, de maniere a permettre le 
greffage de fonctionnalites non-reticulantes. 

Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir de nouveaux 
collagenes reticulables ou des precurseurs de collagene reticulable mercapto- 
20 fonctionnalises et transformables en gels, films ou feutres (e. g.) de densite de 
reticulation (done de resistance mecanique et de biodegradation) modulables a 
1'avance, de facon a fournir un eventail varie de matieres premieres utilisables dans de 
nombreuses applications comme biomateriaux.. 

Un autre objectif essentiel de 1'invention est de fournir un precede simple 
25 pour la preparation d'un peptide collagenique modifie par greffage de fonctions thiols 
libres ou substitutes et portees par des restes mercaptoamines. 

Les inventeurs ont eu le merite d'atteindre tous ces objectifs, parmi 
d'autres en mettant a jour le fait qu'il- convenait de privilegier les fonctions 
carboxyliques des acides aspartique et glutamique de la chaTne collagenique, en tant 
30 que sites de greffage de fonctions mercaptoaminees a I'origine des proprietes de 
reticulation par pontage S-S entre les chaines de collagene. 

Ainsi, la presente invention concerne, tout d'abord, un peptide collagenique 
modifie par greffage de fonctions thiol libres ou substitutes, portees par des restes 
mercaptoamines, caracterise en ce que ces restes mercaptomamines sont identiques 
35 ou differents entre eux et sont exclusivement greffes sur les acides aspartique et 
glutamique de la chaine collagenique par rintermediaire de liaisons amides, et en ce 
que ledit peptide collagenique modifie est soluble en milieu aqueux et/ou dans les 
solvants polaires. 
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Le fait que les fonctionnalites de reticulation soient portees par les restes carboxyie 
des acides aspartique et glutamique, confere au peptide collagenique selon I'invention 
des proprietes avantageuses tout a fait- inattendues sur le plan mecanique et 
biologique. En efFet, ce peptide collagenique, modifie peut, des lors qu'il se trouve 
5 sous forme reduite thiol, etre reticule de maniere controlee, en atteignant des taux de 
reticulation lui procurant ia stabilite ainsi que de bonnes proprie'tes mecaniques et une 
biodegradabilite modulable. De plus, les residus lysine n'etant pas impliques dans le 
grefFage des residus mercaptoamines, ils peuvent servir de sites d'ancrage pour 
d'autres groupements et procurer au produit des fonctionnalites diverses et variees 

10 utiles dans les applications visees. 

Dans le cas ou le peptide collagenique correspond a du collagene natif avec ou sans 
t£lopteptide, le taux de fonctionnalisation par des restes mercaptoamines peut 
atteindre 9 a 12 % en nombre, puisque cela correspond au ratio d'acides amines de 
type acide aspartique ou acide glutamique constitutifs du collagene. Sont 

15 comptabilises dans ce ratio, les asparagines et les glutamines dont les amides sont 
susceptibles d'etre hydrolyses pour former les derives acides correspondants. 
Suivant une caracteristique avantageuse de I'invention, ce taux eleve de grefFage n'est 
pas incompatible avec une solubilite importante des formes reticulables (non- 
reticulees) du collagene modifie, en milieu aqueux et/ou dans les solvants polaires et 

20 dans une large gamme de pH. Cela lui confere une grande facilite de mise en 
oeuvre. 

Pour pouvoir reticuler par pontage disulfure les fonctionnalites 
mercaptoamin£es modifiees selon I'invention doivent se trouver sous forme reduite, 
c'est-a-dire sous forme thiol -(SH). C'est done lorsqu'ils seront sous cette forme que 
25 Ton pourra qualifier les peptides coHageniques modifies de "reticulables". Ce terme 
traduit 1'aptitude des peptides coHageniques modifies a s'autoreticuler spontanement 
en presence de 1'oxygene de I'air, a temperature ambiante et eventuellement en 
presence d'agents auxiliaires tels que des oxydants. 

Les restes mercaptoamines porteurs des fonctions de reticulation de type 
thiol libre ou de leurs precurseurs sous forme thiol substitue, sont avantageusement 
des residus qui derivent de pres ou de loin de la cysteine ou de ses analogues : 
cysteamine et homocysteine. II est interessant de noter que ces difFerents residus 
mercaptoamines sont de nature biologique. 

Dans le present expose, on distingue deux types de restes monovalents 
mercaptoamines ou greffons, a savoir ceux porteurs de fonctions thiol directement 
reticulables et ceux porteurs de fonctions mercapto precurseurs desdites fonctions 
thiol. 
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S'agissant des mercaptans precurseurs de thiols, ils determinent une 
premiere sous famille de peptides collageniques modifies selon l'invention caracterise 
en ce qu'au moins une partie des restes mercaptoamines, greffes sur les acides 
carboxyliques des acides aspartiques et glutamiques, repond a la formule generale (I) 
5 suivante : 

(I) NH-CH— fGRV}7-SR 2 

R* 

dans laquelle : 

• x = 1 ou 2 ; 

• R° = HouCH 3 ; 

10 • R 1 represente H ou COOR 3 avec R 3 correspondant a un radical 

hydrocarbone de type aliphatique, aromatique ou alicyclique, de 
preference alky li que, alcenylique, arylique, aralkylique, 
alkylarylique, aralcenylique, alcenylarylique et, plus 
preferentiellement encore, de type methylique ou ethylique ; 

15 • R 2 est un radical aliphatique et/ou alicylique et/ou aromatique, de 

preference un alkyle ou un acyle eventuellement soufre et/ou amine, 
et plus preferentiellement encore R 2 repond a la formule (II) 
suivante : 

(H) S f-CR^-CH NH 2 

R 4 

20 avec y, R 00 et R 4 repondant a la meme definition que celle donnee en 

legende dans la formule (I) pour x, R° et R*. 
Plus precisement, les restes mercaptoamines greffes de ces peptides 
collageniques, non immediatement reticulables, sont choisis dans le groupe des 
radicaux monovalents comprenant : 

(LI) nh-^-cH^S— S— fcHj-jj— N 11 ! 



(1-2) NH-CH— CHj-S— S— CHj— CH— NHj 

COOCH 3 COOCH3 



30 



25 
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(1.3) NH CH CH, — S— S-CHj— CH— NKj 

IoOCHjCHj COOCttjCHj 
Ce sont des greffons derivant de la cystine et comprenant done un pont 
disulfure reducible a l'aide d'agents reducteurs connus tels que des mercaptans 
(mercaptoethanol, acide mercaptoacetique, mercaptoethylamine, benzylmercaptan, 
thioresol, dithiothreitol...) et/ou des sels reducteurs (NaBH 4 , Na 2 SOj...) et/ou des 
5 reducteurs organiques (phosphine). 

Ces nouveaux intermediates collageniques modifies selon cette premiere sous- 
famille, sont stables et solubles dans I'eau et plus generalement en milieu aqueux 
et/ou dans les solvants polaires. En outre, ils sont aisement purifiables et isolables, 
ce qui en fait des produits pratiques a conditionner, a stocker et a mettre en oeuvre. 

10 

La deuxieme sous-fatnille de peptides collageniques modifies selon 
l'invention regroupe ceux dont les carboxyies des acides glutamique et aspartique 
ont reagi avec les fonctions amines des restes mercaptoamines de formule (I) dans 
lesquels le substituant R 2 correspond a I'hydrogene. 
15 Les peptides collageniques modifies selon la deuxieme sous-famille peuvent etre 
prepares par reduction des peptides collageniques selon la premiere sous-famille., a 
l'aide d'agents reducteurs, tels que ceux definis ci-dessus. 

Ces peptides collageniques reduits sont aisement purifiables et isolables. Des lors 
qu'ils sont obtenus sous forme seche apres un isolement en milieu acide, ces 
20 peptides sont stables. Enfin, ils sont solubles dans I'eau et plus generalement en 
milieu aqueux et/ou dans les solvants polaires et ils sont aises a mettre en oeuvre. 
Les reste mercaptoamines de ces peptides a fonction thiol libres sont definis par 
la formule (T) suivante : 

(!') — NH— CHR^— {-CR^SH 

dans laquelle R 1 peut correspondre a H ou COOR 3 , avec x, R 1 , R°, R 3 tels que definis 
supra et, en outre, R 3 peut representer I'hydrogene ou un cation pour former un sel 
avec COO", ce cation etant, de preference, Na + , K + , Li + , dans le cas ou l'on prevoit 
une etape de deprotection de Pester. Le greffon ainsi mis en oeuvre derive directement 
de la cysteine. 

Les peptides collageniques comprenant de tels restes mercaptoamines a fonctions 
reactives thiol ont pour caracteristique d'etre reticulables au sens de l'invention. 
La reticulation s'opere par oxydation des thiols en ponts disulfides, ce qui permet 
d'obtenirun reseau collagenique tridimensionnel reticule chimiquement, insoluble dans 
les milieux physiologiques et parfaitement stable. Cette oxydation peut etre obtenue 
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e.g. par l'oxygene de I'air en milieu faiblement basique, par I'eau oxygenee, ou par des 
derives iodes (iode, betadine). 

Parmi les peptides collageniques modifies conformes a 1'invention, on peut 
isoler ceux qui existent sous forme reticulee et qui composent une troisieme sous 
5 famille de peptides collageniques comprenant des chaines collageniques reliees entre 
elles par des ponts disulfiire, dont les atomes de soufre constitutifs appartiennent a des 
restes mercaptoamines greffes sur les acides aspartique et glutamique des chaines 
collageniques, exclusivement par l'intermediaire de liaisons amides. 
Ces peptides collageniques reticules de la troisieme sous-famille peuvent etre 
10 obtenus, avantageusement, a partir des peptides collageniques modifies de la 
deuxieme sous-famille. 

Ces peptides collageniques reticules sont des produits nouveaux, stables et dont 
les qualites mecaniques et biologiques en font des biomateriaux de choix pour la 
realisation d'articles medicaux ou chirurgicaux tels que des implants, des protheses, 
15 des pansements ou bien encore de la peau artificielle. Dans la mesure ou il est possible 
de jouer sur le taux de substitution des motifs carboxyliques des acides aspartiques et 
glutamiques, on dispose d'une certaine marge de manoeuvre pour choisir la qualite 
mecanique et vitesse de biodegradation appropriees. 

Par ailleurs, 1'etat r&icule dont il est question pour ces peptides collageniques 
20 appartenant a la troisieme sous famille decrite dans le present expose, est reversible. 
En effet, il est possible de reduire les ponts disulfiire a l'aide d'agents reducteurs 
appropries. Des exemples de ces reducteurs sont donnes ci-dessus. 

Conformement a. 1'invention les restes carboxyliques libres des monomeres 
acides aspartique et glutamique de la chaine collagenique sont mobilises pour le 
25 greffage de fonctionnalites de reticulation. Mais il n'en reste pas moins qu'au moins 
une partie des autres fonctions libres de la chaine collagenique, comme par exemple 
les fonctions amine des residus lysine, peuvent servir de sites d'ancrage, pour des 
groupements qui different des restes mercaptoamines tels que definis ci-dessus et qui 
procurent des fonctionnalites diverses et variees, utiles dans les applications visees. 
30 D'ou il s'ensuit que les peptides collageniques tels que definis supra peuvent 
comporter, selon une variante, des greffons G fixes sur au moins une partie des motifs 
amine libres de la chaine collagenique, par I'intermediaire de liaisons amides, G etant 
un acyle comprenant une entite hydrocarbonee, A LEXCLUSION des restes 
mercaptoamines, notamment ceux tels que definis supra, cette entite comprenant, 
35 eventuellement, des heteroatomes (avantageusement O et/ou N) et etant, de 
preference, choisie parmi les alkyles et/ou les alcenyles et/ou les alicycliques et/ou les 
aromatiques et, plus preferentiellement encore, parmi les groupements comprenant 
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une chame alkyle, eventuellement insaturee, comprenant de 1 a 22 carbone(s) ou 
repondant a la formule (DI) suivante : 



R 5 

(HI) CO-f-CHj-^ f-O— CH^CH-^O— R 6 

avec : 

5 • R 5 = HouCH 3 ; 

• R 6 = H, un radical alkyle lineaire ou ramifie et de preference un 
methyle ; 

• z = 0,l ou2etn>0, 

Le nombre n d'unites recurrentes est choisi de telle sorte que le poids 
10 moleculaire de la chaine polymere soit compris entre 100 et 15 000, de preference 
entre 200 et 8 000 et, par exemple, soit de Pordre de 4 000. 

Cette fonctionnalisation supplemental sur les sites amine des lysines peut 
conferer au peptide collagenique modifie un caractere hydrophile ou hydrophobe, 
voire tensioactif, ce qui permet de moduler les proprietes de gonflement, de resistance 
IS mecanique et de cinetique de degradation. II est egalement concevable que cette 
fonctionnalisation ait des visees therapeutiques grace a l'ancrage d'un principe actif. 

Outre 1'aspect produit collagenique pris en tant que tel, la presente 
invention a egalement trait a 1'obtention de peptides collageniques modifies et, 
notamment, ceux tels que dermis ci-dessus et, plus particulierement encore, ceux 
20 appartenant aux trois sous families presentees ci-avant. 

L'invention conceme ainsi un procede d'obtention d'un peptide 
collagenique modifie par greffage de fonctions thiols, libres ou substitutes et portees 
par des restes mercaptoambes. Ce procede consiste essentiellement a faire reagir en 
solution le peptide collagenique avec au moins un precurseur d'un reste 
25 mercaptoamine dont la fonction thiol et 1'eventuelle fonction carboxylique sont 
bloquees, en presence d'au moins un agent de greffage, de preference choisi dans le 
groupe des produits activant les groupements carboxyliques et, plus 
preferentiellement encore, parmi les carbodiimides. 

Les conditions d'obtention sont choisies de telle sorte que le greffage du reste 
30 mercaptoamine s'opere sur les motifs carboxyliques libres des acides aspartiques et 
glutamiques de la chatne collagenique. 

Ce procede est particulierement original et avantageux en ce qu'il peut etre 
realise en milieu aqueux dans lequel sont au moins partiellement solubilises les 
produits de depart et/ou les produits intermediates et/ou les coliagenes modifies 
35 finaux. 
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En pratique, tous les produits contenus dans le milieu reactionnel aqueux sont 
solubilises dans celui-ci, de la premiere a la derniere etape. 

Cette synthese en milieu aqueux, conformement a l'invention, est particulierement 
interessante sur le plan industriel, car elle est tres simple a mettre en oeuvre, peu 
5 couteuse et non polluante. En effet, il est aise, par exemple, d'eliminer les reactifs 
(e. g. par diafiltration) et de recuperer le collagene modifie vise. 

Le procede selon l'invention est d'autant plus interessant qu'il permet d'atteindre 
de forts taux de greffage de restes mercaptoamines (e. g. 12 %). 
De preference, les restes mercaptoamines (groupements monovalents) qui sont greffes 
10 sur le peptide collagenique, sont ceux tels que definis supra, notamment par les 
formules (I), (1.1), (1.2) et (1.3). 

En pratique, les peptides collageniques ainsi obtenus correspondent, e. g. aux 
precurseurs, tels que vises ci-dessus, de peptides collageniques reticulables. 
Ces precurseurs sont compris dans la premiere sous-famille de peptides collageniques 
15 modifies selon {'invention. 

Pour pouvoir reagir avec les motifs carboxyliques libres du peptide 
collagenique, le greffon mercaptoamine possede une fonction amine libre apte a reagir 
avec les COOH pour former une liaison amide. Ce precurseur est, par exemple, une 
cysteine, une homocysteine ou une cysteamine dont la fonction thiol et 1'eventuelle 
20 fonction acide carboxylique est (sont) correctement protegee(s). Un moyen efficace 
de protection de la fonction thiol est de choisir comme precurseur du reste 
mercaptoamine a greffer, la cystine, l'homocystine ou la cystamine, qui comprennent 
un pont disulfide stabilisateur de la fonction mercapto. Comme autre moyen de 
protection de cette derniere, on peut choisir toute fonction classique de protection des 
25 thiols connue dans 1'art anterieur (voir, par exemple, "Greene : Protecting Groups in 
Organic Chemistry, WILEY, 1975"). 

Les eventuelles fonctions COOH du greffon peuvent quant a elles etre 
protegees a l'aide d'un groupement protecteur ou toute autre fonction organique 
pouvant apporter une propriete quelconque interessante (les PEG, groupements 
30 hydrophobes ou hydrophiles ou charges). 

Selon une disposition avantageuse de l'invention, le precurseur du reste 
mercaptoamine repond a une formule (TV) correspondant a la formule (I) donnee 
supra et dans laquelle la valence libre est remplacee par un substituant apte a reagir 
avec les fonctions carboxyliques des acides aspartique et glutamique de la chaine 
35 collagenique, ce substituant etant de preference l'hydrogene, de facon a ce que la 
fonction reactive soit une amine primaire. Les precurseurs de formule (IV) tout 
specialement preferes sont la cystamine (1.1), la cystine-dimethylester (1.2) et la 
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cystine diethylester (1.3), qui comprennent toutes trois un pont disulfiire protegeant la 
fonction thiol. 

En pratique, Ie greffage du reste mercaptoamine s'efFectue en procedant a la 
dissolution du peptide collagenique, puis du precurseur du reste mercaptoamine a 
5 grefFer dans un solvant approprie. U peut s'agir, par exemple, de l'eau (de preference) 
et/ou d'un solvant organique, comme Je DiMethylSulfOxyde (DMSO), la N- 
MethylPyrrolidone (NMP) ou autres. 

Les conditions reactionnelles sont choisies afin d'eviter que le collagene active 
ne reagisse avec les amines contenues dans son propre squelette. 
10 La solution r£actionneIle est ensuite additionnee d'un agent de couplage, tel qu'un 
carbodiimide, et on laisse le greffage s'operer en maintenant le milieu sous agitation 
pendant quelques heures, a temperature ambiante. 

Le procede selon 1'invention permet d'obtenir des peptides collageniques 
substitues par des restes mercaptoamines precurseurs des restes thiols reticulables. 
15 Les peptides ainsi obtenus sont de nouveaux produits intermediaires stables et 
solubles dans l'eau. lis peuvent etre isoles et purifies, par exemple par dialyse, 
diafiltration puis lyophilisation ou par precipitation en milieu organique puis par 
sechage. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de preparation 
20 d'un peptide collagenique reticulable module par greffage de fonctions thiol libres 
portees par des restes mercaptoamines. Ce procede est caracterise en ce qu'il consiste, 
essentiellement : 

1. a faire reagir en solution le peptide collagenique avec au moins un 
precurseur d'un reste mercaptoamine dont la fonction thiol et 

25 I'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, en presence d'au 

moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 
comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de 
preference les carbodiimides, 

2. et a deproteger (transformation en thiols) les fonctions mercapto des 
30 restes mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques 

modifies obtenus a l'etape 1. 
Les peptides collageniques reticulables ainsi prepares correspondent, par exemple, 
aux produits a focntions thiol libres compris dans la deuxietne sous-famille de 
peptides collageniques modifies, tels que definis supra. 
35 Dans le cas ou la protection ou le masquage des fonctions mercapto est assure 

par un pont disulfiire (c'est-a-dire quand les precurseurs des greffons sont e.g. la 
cystamine ou la cystine) la regeneration de la fonction thiol se fait par reduction. Cette 
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derniere peut etre realisee a 1'aide d'agents reducteurs tels que des mercaptans 
(mercaptoethanol, acide mercaptoacetique, mercaptoethylarnine, benzylmercaptan, 

thiolcresol, dithiothreitol ) et/ou des sels reducteurs (NaBK,, Na 2 S0 3 ) et/ou 

des reducteurs organiques (phosphine). 
5 Suivant une caracteristique preferee de la presente invention, on procede a une 

reduction du pont disulfiire de protection en milieu aqueux basique a Taide de 
dithiothreitol. Apres cette etape, le collagene thiol e obtenu est purine par 
dialyse/diafiltration et peut etre isole e.g. par lyophilisation. 

L'invention concerne, egalement, un procede de preparation d'un peptide 
10 collagenique reticule, a partir d'un peptide collagenique modifie par greffage de 
fonctions thiol libres et portees par des restes mercaptoamines. Ce procede est 
caracterise en ce qu'il consiste, essentiellement : 

1. a faire reagir en solution Ie peptide collagenique avec au moins un 
precurseur d'un reste mercaptoamine dont la fonction thiol et 

15 l'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, en presence d'au 

moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 
comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de 
preference les carbodiimides, 

2. et a deproteger (transformation en thiols) les fonctions mercapto des 
20 restes mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques 

modifies obtenus a l'etape 1, 

3. et a oxyder les fonctions thiol du peptide collagenique modifie 
reticulable issu de l'etape 2., de facon a former des ponts disulfiire 
intercatdnaires. 

25 Cette oxydation peut etre e. g. effectuee a 1'aide de l'oxygene de l'air en milieu 
faiblement basique, ou a 1'aide d'eau oxygenee ou de derives iodes (iode, betadine). 
Les peptides collageniques reticules, tels que prepares par le procede ci-dessus, 
correspondent notamment aux produits reticules de la troisieme sous-famille de 
peptides collageniques modifies, tels que definis ci-avant. 

30 Suivant une caracteristique avantageuse propre aux trois procedes decrits 

ci-dessus, on prevoit une etape complementaire F de fonctionnalisation par des 
greffons G de nature differente de celle des greffons fixes aux fonctions carboxyliques 
des acides aspartiques et glutamiques, cette etape F consistant essentiellement a 
proceder a une acylation d'au moins une partie des fonctions amines libres de la chatne 

35 collagenique, de fa$on a fixer sur celles-ci des greffons G comprenant une entite 
hydrocarbonee, A L'EXCLUSION des restes mercaptoamines, notamment ceux tels 
que definis supra, cette entite comprenant eventuellement des heteroatomes 
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(avantageusement O et/ou N) et etant, de preference, choisie parmi les alkyles et/ou 
les alcenyles et/ou les alicycliques et/ou les aromatiques et, plus preferentiellement 
encore, parmi les groupements comprenant une chaine alkyle, eventuellement 
insaturee ou repondant a la formule (III) suivante : 

R S 

(ED) CO— {-CH^ f-O— CI^CH-^-O-R 6 

5 

avec : 

• R 5 =HouCH 3 ; 

• R 6 = H, un radical alkyle lineaire ou ramifie et de preference un 
methyle ; 

10 • z = 0,l ou2etn>0. 

Pour pouvoir reagir par acylation avec les fonctions amine libres du residu de la 
chaine collagenique, les precurseurs des grefFons G component, avantageusement, au 
moins une fonction acide carboxylique activable. 

II est preferable que cette acylation se deroule avant la reaction des fonctions 

15 carboxyliques libres de la chaine collagenique avec le precurseur du greffon 
mercaptoamin£ (I). Ceci etant precise^ il n'est pas a exclure que cette acylation 
intervienne egalement sur les peptides collageniques thioles issus de I'etape 1 et/ou sur 
les peptides collageniques reticules issus de I'etape 3. (e. g. directement sur un film 
reticule, avec elimination des reactifs par simple lavage). 

20 Les reactions d'acylation et de coupiage de fonctions amine avec des sites 

carboxyliques appartenant a des proteines, sont connues de l'homme du metier dans le 
domaine de la biochimie des proteines. Pour plus de details a cet egard, on se referera 
notamment aux ouvrages suivants : 

- "Techniques in protein chemistry" R. L LUNDBLAD Chap. 10-14. 
25 - "Chemistry of protein conjugation and cross-linking" S. S. WONG, Boca raton, 
CRC Press, 1993, Chap. 2. 

II est interessant de noter que les reactifs utilises pour les modifications 
chimiques operees selon les precedes conformes a l'invention, sont soit transformables 
en produits non toxiques, soit facilement eliminables par des procedes non degradants 
30 comme par exemple la dialyse. 

Par ailleurs, l'invention offre la possibilite tres appreciable de controle de 
la cinetique et du taux de reticulation du collagene. 

Un autre avantage non negligeabie de la presente invention est qu'elle 
permet de moduler les proprietes mecaniques et la biodegradation en contrdlant le 
35 nombre des residus mercaptoamines introduits par unite de masse du collagene. 
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II est egalement interessant de pouvoir fonctionnaliser les chaines 
collageniques reticulees ou non a l'aide de fonctions hydrophiles, par exemple. 

Enfin, ii est important de signaler que les produits selon ('invention sont 
sterilisables par les methodes classiques de sterilisation de polymeres biologiques. 
5 On insist era pour terminer sur la tres bonne solubilite en milieu aqueux 

des nouveaux peptides collageniques non reticules selon l'invention, qui ont pour 
caracteristique de posseder des fonctions de reticulation sou frees portees 
exclusivement par les carboxyles des acides aspartiques et des glutamiques. 

II s'ensuit que les produits reticulables selon l'invention trouvent des 
10 applications immediates, d'une part, en medecine humaine et, d'autre part, dans le 
domaine de la biologie. 

En medecine humaine, il peut s'agir d'implants, par exemple 
ophtalmologiques, de protheses, (par exemple osseuses), de pansements sous forme 
de films ou de feutres, de tissus artificiels (epiderme, vaisseaux, ligaments, os), de 
15 systemes de bioencapsulation (microspheres, microcapsules) permettant la liberation 
controlee de principes actifs in vivo, de revetements de biocompatibilisation d'articles 
medicaux implantables ou bien, encore, de fils de suture. Les produits collageniques 
reticulables selon l'invention peuvent egalement etre utilises en chirurgie, comme 
colles et/ou comme materiaux d'etancheification (ciments). 
20 En biologie, les materiaux suivant l'invention constituent d'excellents 

supports pour cultures cellulaires bidimensionnelles (films) et tridimensionnelles 
(feutres). 

Le collagene reticule selon l'invention peut etre utilise seul ou en melange, 
par exemple, avec des polymeres biologiques modifies ou non ou des polymeres 
25 synthetiques. 

Pour chacune des applications biomedicales precitees, il est indispensable 
de disposer d'un collagene, reticule, possedant des proprietes physicochimiques, 
mecaniques ou biologiques determinees et specifiques. Par consequent, il est 
necessaire de maitriser parfaitement les modifications chimiques du collagene, de 
30 maniere a pouvoir produire une large gamme de collagenes reticulables et repondre 
ainsi, de fa9on satisfaisante, a la plupart des contraintes apparaissant lors de 
^elaboration du cahier des charges d'une application donnee. II ressort de la 
description ci-dessus que l'invention repond parfaitement a cette necessite. 

D'autres avantages et variantes de la presente invention ressortent bien des 
35 exemples de mise en oeuvre donnes ci-apres. 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Synthese d'un peptide collagenique (2 ime sous- 

FAM3LLE) DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT 
5 SUBSTITUES PAR LA CYSTEINE-ETHYLESTER (TAUX DE 

SUBSTITUTION REPRESENTANT 0,8 % MOLAIRE DES ACIDES 
AMINES). 

J) Etape I : couplage (obtention J ire sous-famille): 
10 25 g d'atelocollagene (types I + III, extrait de peaux de veaux, 1,3 mmol de COOH/g) 

sont places dans 2,5 1 d'eau et la temperature du milieu est amene a 50 °C sous 

agitation. La solution a 1 % p/v ainsi obtenue est filtree sur 0,22 um. 

Une fois la temperature abaissee a 30 °C, 46,5 g de cystine-diethylester sont ajoutes et 

le pH est ajuste a 4,2. On ajoute alors 0,6 g de l-(3-dimethylaminopropyI)-3- 
15 ethylcarbodiimide HC1 et on laisse la reaction se derouler pendant 2 h a 30 °C sous 

agitation. Le milieu reactidnnel est concentre a 5 % p/v et dialyse contre de Peau pour 

eliminer l'exces de reactifs et les sous-produits de la reaction. 

Le produit obtenu est un intermediate stable de synthese. II s'agit d'un peptide 
collagenique (1*"* sous-famille) dont une fraction des acides aspartiques et 

20 glutamiques sont substitues par de la cystine-diethylester. 

Le taux de substitution est mesure par un dosage par le NSTB (2-nitro-5- 
thiosulfobenzoate), reactif des ponts disulfure. Ce dosage est decrit dans : 
Thannhauser T. W. et al., Analysis of disulfide bonds in peptides and proteins. 
Methods in Enzymology. Jacoby W. B. and Griffith O. XL New- York : Academic 

25 Press, 1987. Vol. 143, 1 15-1 19. 

[S-S] : 0,094 mmol/g de produit sec ; soit 0,87 % molaire d'acides amines substitues. 
Le produit obtenu peut etre isole par lyophilisation ou etre reduit pour conduire au 
collagene thiol correspondant. 

30 2) Etape II : reduction (obtention 2*" e sous-famille) : 

Au peptide collagenique modifie en solution a 5 % p/v dans l'eau obtenu a 1'etape I, 
on ajoute 7,6 g de glycine, 5,8 g de 1,4-dithiothreitol et qsp NaOH 4 N pour atteindre 
un pH de 9,0. Le milieu reactionnel est maintenu trois heures sous agitation a 35 °C. 
A ce stade, la solution est acidifiee a pH 2 par HC1 6 N, dialysee contre HC1 0,012 N 

35 pour eliminer toute trace de reactifs et de sous-produits de reaction, puis filtree sur 
0,22 um. Le produit ainsi purifie est isole par lyophilisation. 
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Le taux de substitution est mesure par .un dosage par 1'acide 5,5 '-dithiobis-2- 
nitrobenzoique (DTNB), reactif specifique des fonctions thiol. Ce dosage est decrit 
dans : "Ellman G. L., Tissue sulfhydryl groups, Archives of Biochemistry and 
Biophysics,, 1959, 82, 70-77". 
5 [SH] : 0,091 mmol / g de produit sec, soit 0,8 % molaire d'acides amines substitues. 
Toute la synthese peut etre realisee aseptiquement de maniere a obtenir in fine le 
produit sous forme d'un lyophilisat sterile. 

Exemple 2 : Synthese d'un peptide collagenique (2*"" sous- 
10 famille) dont les acides carboxyliques sont 

substitues par la cysteine-ethylester (taux de 
substitution represent ant 3 % molaire des acides 

AMINES). 

15 On reproduit I'exemple 1, a la seule exception que la quantite d'agent de couplage est 
de 2,9 g. 

[SH] : 0.347 mmol /g de produit sec, soit 3.3 % molaire d'acides amines substitues. 
Exemple 3 : Synthese d'un peptide collagenique (2*™' sous- 

20 FAMILLE) DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT 

SUBSTITUES PAR LA CYSTEINE-ETHYLESTER (TAUX DE 
SUBSTITUTION REPRESENT ANT 7 % MOLAIRE DES ACIDES 
AMINES). 

25 On reproduit Pexemple 1, a la seule exception que la quantite d'agent de couplage est 
de 12 g. 

[SH] : 0,706 mmol / g de produit sec, soit 7 % molaire d'acides amines substitues. 

Synthese d'une gelatine (2*™ e sous-famille) dont les 

ACIDES CARBOXYLIQUES SONT SUBSTITES PAR LA CYSTEINE- 
ETHYLESTER (TAUX DE SUBSTITUTION REPRESENT ANT 5 % 
MOLAIRE DES ACIDES AMINES). 

On reproduit I'exemple 1, en remplacant 1'atelocollagene par de la gelatine (gelatine 
35 extraite de peaux de pores, 250 bloom, 1 mmol de COOH/g). 

[SH] : 0,536 mmol/g de produit sec, soit 5,2 % molaire d'acides amines substitues. 



Exemple 4 : 

30 



WO 00/52052 



18 



PCT/FROO/00513 



EXEMPLE 5 : SYNTHESE D'UN PEPTIDE COLLAGENIQUE (2 SOUS- 

FAMILLE) DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT 
SUBSTITUES PAR LA CYSTEAMINE (TAUX DE SUBSTITUTION 
REPRESENT ANT 3 % MOLAIRE DES ACIDES AMINES). 

5 

On reproduit I'exemple 1, en remplacant 46,5 g de cystine-diethylester par 28,4 g de 
cystamine. 

[SH] : 0,33 mmo!/g de produit sec, soit 3,0 % molaire d'acides amines substitues. 

10 EXEMPLE 6 : SYNTHESE D'UN PEPTIDE COLLAGENIQUE (2* me SOUS- 

FAMILLE) DONT LES AMINES SONT ACETYLEES (GREFFON G) 
ET DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT SUBSTITUES PAR 
LA CYSTEINE-ETHYLESTER (TAUX DE SUBSTITUTION 
REPRESENT ANT 5 % MOLAIRE DES ACIDES AMINES). 

15 

25 g d'atelocollagene (types I + III, extrait de peaux de veaux, 1,0 mmol de 
COOH/g ; 0,33 mol de e-NH^g) sont places dans 0,5 1 d'eau et la temperature du 
milieu est amenee a 50 °C sous agitation. La solution a 5 % p/v ainsi obtenue est 
filtree sur 0,22 pm. 

20 Apres refroidissement de la solution a 30 °C, on dissous 4,2 g de NaHCC>3 et qsp 
NaOH 4 N pour ajuster le pH a 8,5. On ajoute alors lentement et sequentiellement, 
pendant 30 minutes, 7,34 ml d'anhydride acetique, sous agitation a 30 °C, tout en 
maintenant le pH a 8,5 a I'aide de soude 4 N. On acidifie alors lentement la solution a 
pH 3 par de l'HCl 6 N et on dialyse contre de l'eau pour eliminer les reactifs en exces. 

25 On dilue enfin le milieu a 1 % p/v par de l'eau et on continue la synthese tel 
qu'indique dans I'exemple 1 (couplage de la cystine-diethylester puis reduction), 
[acetyl] par dosage d'acide acetique (kit Boehringher) apres hydrolyse basique du 
produit : 0,30 mmol/g de produit sec, soit 2,9 % molaire d'acide amines 
acetyles (acetylation presque totale des residus lysine). 

30 [SH] : 0,53 mmol/g de produit, soit 5,1 % molaire d'acides amines substitues. 
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EXEMPLE 7 : SYNTHESE D'UN PEPTIDE COLLAGEN1QUE (2* me SOUS- 

FAMILLE) DONT LES AMINES SONT SUBSTITUEES PAR DU PEG 
(GREFFON G) ET DONT LES ACIDES CARBOXYLIQUES SONT 
SUBSTITUTES PAR LA CY STEIN E-ETHYL ESTER (TAUX DE 
5 SUBSTITUTION REPRESENT ANT 5 % MOLAERE DES ACIDES 

AMINES). 

10 g d'atelocollagene (types I + III, extrait de peaux de veaux, 1,.3 mmol de 
COOH/g ; 0,33 mol de e-NH^g) sont places dans 0,5 I d'eau et la temperature du 
10 milieu est amene a 50 °C sous agitation. La solution a 2 % p/v ainsi obtenue est 
filtree sur 0,22 um. 

Une fois la temperature abaissee a 30 °C, le pH est ajuste a 9,0 par NaOH 4 N. On 
ajoute alors 5 g de N-hydroxysuccinimidylester du methoxypolyethyleneglycol acide 
propionique (SPA-PEG) de PM 5 000 g/mol et on laisse la reaction se derouler a 
15 30 °C sous agitation pendant 30 min, tout en maintenant le pH a 9 par un ajout de 
NaOH 4 N. On ajoute a nouveau 5 g de SPA-PEG et on agite le milieu reactionnel 
pendant 30 min en maintenant le pH. Le milieu est ensuite dilue au Vi par de 1'eau 
pour ramener la concentration du coilagene a 1 % p/v. 

18,5 g de cystine-diethylester sont ajoutes et le pH est ajuste a 4,2. On ajoute alors 
20 2,2 g de l-(3-dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimide. HC1 et on laisse la reaction 
se derouler pendant 2 h a 30 °C sous agitation. Le milieu reactionnel est concentre a 
5 % p/v et dialyse contre de 1'eau pour eliminer I'exces de reactifs et les sous-produits 
de la reaction. 

Au peptide collagenique modifie en solution a 5 % p/v dans 1'eau, on ajoute 3,0 g de 
25 glycine, 2,3 g de 1,4-dithiothreitoI et qsp NaOH 4 N pour atteindre un pH de 9,0. Le 
milieu reactionnel est maintenu trots heures sous agitation a 35 °C. A ce stade, la 
solution est acidifiee a pH 2 par HC1 6 N, dialysee contre HCI 0,012 N pour eliminer 
toute trace de reactifs et de sous-produits de reaction puis filtree sur 0,22 um. Le 
produit ainsi purifie est isole par lyophilisation. 
30 Le lyophylisat est extrait par 2 1 d'ethanol absolu, contracte par de 1' acetone puis 
seche sous vide a 30 °C pendant 18 h. 

L' absence de polyethyleneglycol non greffe est controlee par chromatographic de 
permeation sur gel, detection refratometrique. 

[SH] : 0,247 mmol/g de produit sec, soit 4,5 % molaire de substitution des acide 
35 amines. 

[PEG] : substitution de 0,8 % molaire des. acides amines, taux recalcule d'apres la 
quantite d'OH-proline dosee dans le produit modifie / produit non modifie. 
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EXEMPLE 8 : SOLUBILITE DES PEPTIDES COLLAGENIQUES MODIFIES. 

250 mg du peptide collagenique sont places dans 5 g d'eau ppi, et on agite en flacon 
5 ferme pendant 15 min a 40 °C. Les mesures de pH sont realisee^a 30 °C. Les 
ajustements de pH sont realises a l'aide de NaOH IN. Quelques exemples de 
solubilite sont presentes dans le Tableau 1. 

Tableau 1 : 

10 



Peptide collagenique 
obteno 


Aspect initial 


Solubilite 


| Exemple 1 


pH 2, 1 solution limpide 


pas de zone d'insolubilitg pour un pH allant de 
2,5 a 10 


Exemple 3 


pH 2,2 solution limpide 


pas de zone d'insolubitite' pour un pH allant de 
2,5 a 10 


Exemple 5 


pH 1,9 solution limpide 


pas de zone d'insolubitite' pour un pH allant de 
2,5 a 10 


Exemple 7 


pH 2,5 gel transparent 


fluidiii cation au fur et a mesure que Ton 
augmente le pH. Solution fluide a partir de 
pH6 



Exemple 9 : Reticulation des peptides collageniques (2 e sous- 

FAMILLE) PAR OXYDATION : FORMATION DE GELS (3* m * SOUS- 
FAM1LLE). 

15 

Le procede utilise est le meme quel que soit le peptide collagenique utilise (exemples 
1,3,7). 

250 mg de lyophilisat sont places dans 4,5 ml de tampon phosphate salin 10 mM pH 
7,4 (PBS) et le melange est agite en flacon ferme a 40°C pendant 15 minutes. Le 

20 pH est ajuste a 7,4 ± 0, 1 a l'aide de NaOH 1 N, et la quantite de PBS necessaire pour 
obtenir une concentration finale en peptide collagenique de 50 g/1 est ajoute. Les 
echantillons sont places a 37 °C. A 900 ul de la solution de peptide collagenique sont 
ajoutes 100 ul d'une solution de H 2 0 2 1 % dans du PBS prechauffe a 37 °C. Les 
indications du Tableau 2 montrent que la reticulation par oxydation (cinetique et 

25 taux), dans des conditions donnees, depend du peptide collagenique modifie utilise. 
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Tableau 2 : 



Peptide collagenique 

OBTENU 


TEMPS OE PRJSE DU GEL 

(37 «>0 


DESCRIPTION DU GEL. 

(37 0 O 


Exemple 1 


20 secondes 


gel homogene transparent souple 


Exemple 3 


5-10 secondes 


gel homogene turbide 


1 Exemple 7 


1 minutes 15 secondes 


gel homogene transparent mou et coliant 



Exemple 10 : Reticulation des peptides collageniques par 
5 oxydation : formation de films. 

Le procede de preparation du film est identique quelque soit le peptide collagenique 
utilise. 

10 Elape 1 : 

Une solution a 20g/l de peptide collagenique precurseur, est preparee par dissolution 
du lyophiiisat dans de 1'eau sterile. Dans cet exemple 2,0 g de lyophilisat sont dissous 
dans 98 g d'eau sterile. Le melange est agite dans un recipient ferme a 40°C pendant 
IS min, afin d'obtenir une dissolution complete. Le pH de la solution est ajuste a 6,5 
15 avec de la soude IN, a 25 °C. La solution est remise en agitation a 40 °C pendant 
10 min. 

Etape 2 : 

La solution a 40 °C est filtree sur membranes de porosite 0,45 um, puis sur 
20 membranes de porosite 0,2 um. La derniere filtration s'effectue au dessus des moules 
steriles (on peut utiliser des boites de Petri en polystyrene). 

Etape 3 : 

40,0 g de solution filtree sont coules dans deux moules de 12 x 12 cm 3 . Les moules 
25 sont refermes. 

Etape 4 : 

On realise la maturation de la solution, qui se traduit par une gelification physique, 
pendant 24 h a une temperature de 16 °C ± 1. Cette temperature est necessairement 
30 inferieure a la temperature de transition gel/sol. La maturation est effectuee dans une 
enceinte a temperature regulee, les moules reposent sur une plaque horizontale. 
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Etape 5 : 

Apres 24 h, les couvercles des moules sont retires et l'evaporation des solutions 
gelifiees s'efFectue sur 24 h, a la meme temperature dans une enceinte confinee, en 
presence d'agents dessicants (typiquement des pastilles de soude). Au bout de 24 h, 
5 les films obtenus sont sees, limpides et Iisses. 

Etape 6 : 

La reticulation des films sees est effectuee a 20 °C, en versant 30 g de solution de 
peroxyde d'hydrogene a 0,3 % dans une solution aqueuse decimolaire d'acetate 
10 d'ammonium. 

Etape 7 : 

Le film reticule est retire et lave successivement par 30 g de tampon phosphate pH 7,4 
et 30 g d'eau. 
IS Toutes les solutions utilisees sont steriles. 

Etape 8 : 

Le film est ensuite laisse a secher sous hotte a flux laminaire pendant 24 h. Le films 
seche obtenu contient un pourcentage d'eau residuelle de 10 % environ. 

20 

Les films obtenus sont stables a temperature ambiante. lis restent stables et 
manipulates apres 24 h dans l'eau ou dans un tampon phosphate. 

Exemple 11 : Proprietes mecaniques en traction des films obtenus 
25 selon l'exemple 10. 

Les mesures de proprietes mecaniques de films sont effectuees a 1'aide d'un appareil 
d'essais universel de type DY34 de la marque Adamel Lhomargy. Les films sont 
hydrates a temperature ambiante dans un tampon phosphate salin (PBS, pH = 7,4) 

30 pendant 2 h. Puis ils sont decoupes en bandes de 4 mm sur 30 mm a 1'aide d'un 
emporte piece tres coupant. L'epaisseur est mesuree sur les echantillons hydrates. 
Les echantillons sont fixes sur un cadre carton qui aide a la mise en place dans les 
machoires. L'echantillon de film est maintenu hydrate. Le cadre est coup6 juste avant 
l'essai de traction, qui se deroule a vitesse constante de 2 mm/min. 

35 Le module a 1'origine ainsi que la contrainte a la rupture sont calcules d'apres les 
courbes de traction en utilisant les sections des eprouvettes hydratees. 
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Les proprietes en traction des films obtenus selon le procede decrit a I'exemple 10 
dependent du peptide collagenique modifie utilise, comme le montre le Tableau 3. 



Tableau 3 : 



PEPTIDE 
COLLAGENIQUE 
OBTENU 


Epaisseur 
SECHE 
(UM) 


Epaisseur 
humide 

(UM) 


Fmax 
(N) 


ALLONGEMENT 

(%) 


a max 

(Mpa) 


Module 
initial 

(MPa) 


Exemple 1 


45 


153 


2,9 


43 


3,2 


4.6 


Exemple 2 


45 


94,5 


3,1 


28,5 


8,1 


21.6 


Exemple 3 


45 


80 


5,4 


42,5 


16,7 


25,8 



Legende : Fmax = force maximale a la rupture 



a max = contrainte maximale a la rupture 
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RE VENDIC ATI ONS : 



1. Peptide collagenique modifie par greffage de fonctions thiol libres ou substitues, portees par 
des restes mercaptoamines, caracterise : 



• en ce que ces restes mercaptoamines sont identiques ou differents entre eux et sont 
exclusivement greffes sur les acides aspartique et glutamique de la chaine 
collagenique par l'intermediaire de liaisons amide, 

• et en ce qu'il est soluble en milieu aqueux et/ou dans les solvants polaires . 



2. Peptide collagenique selon la revendication 1, caracterise en ce qu'au moins une partie des 
restes mercaptoamines, greffes sur les acides carboxyliques des acides aspartique et glutamique, 
repond a la formule generate (I) suivante : 



FORMULE (I) 



-NH- 



"CH 
R 1 



CR 



SR 



dans laquelle : 

• x = 1 ou 2; 

• R° = HouCH 3 ; 

• R represente H ou COOR avec R correspondant a un radical 
hydrocarbone de type aliphatique, aromatique ou alicyclique, de 
preference alkylique, alcenylique, arylique, aralkylique, alkylaryque, 
alcenylarylique; et plus preferentiellement encore de type methylique ou 
ethylique; 

• R 2 est un radical aliphatique et/ou alicyclique et/ou aromatique, de 
preference un alkyle ou un acyle eventuellement soufre et/ou amine, et 
plus preferentiellement encore R 2 repond a la formule (II) suivante: 
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FORMULE (II) 



oo 



CR- 



CH NH. 



R 



• avec y, R et R repondant a la meme definition que celle donnee en 
legende dans la formule (I) pour x, R° et R 1 . 



3. Peptide collagenique selon la revendication 2 caracterise en ce que les restes mercaptoamines 
greffes sont choisis dans le groupe des radicaux suivants : 

FORMULE (1.1) 



NH 



■CH 



-S S 



CH, 



NH, 



FORMULE (1 .2) 



■NH CH CH 2 — S S CH 2 — CH — NH 2 



OOCH 3 



COOCH, 



FORMULE (1.3) 



-CH S S— CH CH NH 



"NH — CH v-m o o — on 2 yn ' 2 



OOCHCHj 



COOCH CK 
2 3 
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4. Peptide collagenique la revendication 2 , caracterise 



♦ en ce qu'il comprend des restes mercaptoamines greffes de formule (I) telle que 
definie dans la revendication 2 et dans laquelle R 2 correspond a l'hydrogene. 

♦ et en ce qu'il est reticulable . 



5. Peptide collagenique selon la revendication 4 caracterise en ce qu'il comprend des restes 
mercaptoamines de formule (T) suivante : 



FORMULE (T) 



NH CHR- 



■CR- 



-SH 



Jx 



dans laquelle R l correspond a H ou a COOR 3 , avec x, R 1 , R°, R 3 , tels que definis supra dans la 
revendication 2 en legende de la formule (I), R 3 pouvant, en outre, representer l'hydrogene ou un 
cation apte a former un sel avec COO", ce cation etant, de preference, Na + , K + , Li + . 



6. Peptide collagenique reticule caracterise 

• en ce qu'il comprend des chaines collageniques reliees entre elles par des ponts disulfure dont 
les atomes de soufre constitutifs appartiennent a des restes mercaptoamines exclusivement 
greffes, sur les acides aspartique et glutamique des chaines collageniques, par l'intermediaire 
de liaisons amides 

• en ce qu'il est obtenu a partir du peptide collagenique selon la revendication 4 et/ou 5 . 



7. Peptide collagenique selon Tune quelconque des revendications 1 a 6 caracterise en ce qu'il 
comporte des greffons G fixes sur au moins une partie des motifs amine libres de la chaine 
collagenique, par l'intermediaire de liaisons amides, G etant un acyle comprenant une entite 
hydrocarbonee, A L'EXCLUSION des restes mercaptoamines, notamment ceux tels que definis 
supra, cette entite comprenant, eventuellement, des heteroatomes (avantageusement 0 et/ou N) et 
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etant, de preference, choisie parmi les alkyles et/ou les alcenyles et/ou les alicycliques et/ou les 
aromatique et, plus preferentiellement encore, parmi les groupements comprenant une chaine 
alkyle, eventuellement insaturee, comprenant de 1 a 22 carbone(s) ou repondant a la formule 
(III) suivante : 

FORMULE (III) 



5 




avec : 

• R 5 =HouCH3; 

• R 6 = H, un radical alkyle lineaire ou ramifie et de preference un methyle 

• z = 0,l ou2etn> 0. 

8. Precede d'obtention d'un peptide collagenique soluble en milieu aqueux et/ou dans les 
solvants polaires et modifie par greffage de fonctions thiol substitutes et portees par des restes 
mercaptoamines, 

caracterise en ce qu'il consiste essentiellement a faire reagir en solution le peptide 
collagenique avec au moins un precurseur d'un reste mercaptoamine dont la fonction thiol et 
l'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, en presence d'au moins un agent de greffage, 
de preference choisi dans le groupe comprenant les produits activant les groupements 
carboxyliques, de preference les carbodiimides. 

9. Procede de preparation d'un peptide collagenique reticulable, modifie par greffage de 
fonctions thiol libres et portees des restes mercaptoamines, caracterise en ce qu'il consiste, 
essentiellement : 

1. a faire reagir en solution le peptide collagenique avec au moins un precurseur d'un r-este 
mercaptoamine dont la fonction thiol et l'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, 
en presence d'au moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 
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comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de preference 
carbodiimides; 

2. et a deproteger (transformation en thiols) les fonction mercapto des restes 
mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques modifies obtenus a l'etape 1. 

10. Procede de preparation d'un peptide collagenique reticule a partir d'un peptide collagenique 
modifie par greffage de fonctions thiol libres et protees par des restes mercaptoamine, caracterise 
en ce qu'il consiste, essentiellement : 

1 . a faire reagir en solution le peptide collagenique avec au moins un precurseur d'un reste 
mercaptoamine dont la fonction carboxylique sont bloquees, en presence d'au moins un 
agent de greffage, de preference choisi dans le groupe comprenant les produits activant 
les groupements carboxyliques, de preference les carbodiimides, 

2. et a deproteger (transformation en thiols) les fonctions mercapto des restes 
mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques modifies obtenus a l'etape 1 ; 

3. et a oxyder les fonctions thiol du peptide collagenique modifie reticulable issu de l'etape 
2, de facon a former des ponts disulfure intercatenaires. 

11. Procede selon l'une quelconque des revendications 8 a 10 caracterise en ce que Ton prevoit 
une etape complementaire F de fonctionnalisation par des greffons G de nature differente de 
celle des greffons fixes aux fonctions carboxyliques des acides aspartiques et glutamiques, cette 
etape F consistant essentiellement a proceder a une acylation d'au moins une partie des fonctions 
amines libres de la chaine collagenique A L'EXCLUSION des restes mercaptoamines, 
notamment de ceux, tels que definis supra, cette entite comprenant, eventuellement, des 
heteroatomes (avantageusement O et/ou N), et etant, de preference, choisie parmi les alkyles 
et/ou les alcenyles et/ou les alicyliques et/ou les aromatiques. 

12. Application des peptides collageniques selon l'une quelconque des revendications 1 a 7 ou du 
peptide obtenu par le procede selon l'une quelconque des revendications 8 a 11, a titre de 
biomateriau constitutif d'implants, de protheses, de pansements, de tissus artificiels, de systeme 
de bioencapsulation, de revetement de biocompatibilisation, de fils de suture, de colles ou de 
ciments chirurgicaux ou de support pour culture cellulaire. 
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COLLAGEN PEPTIDES MODIFIED BY GRAFTING MERCAPTO FUNCTIONS, METHOD FOR THE PRODUCTION 
THEREOF AND USES THEREOF AS BIOMATERIALS 

PEPTIDES COLLAGENIQUES MODIFIES PAR GREFFAGE DE FONCTIONS MERCAPTO, L'UN DE LEURS PRO- 
CEDES D'OBTENTION ET LEURS APPLICATIONS COMME B IOMATERI AUX 



k (S7) Abstract 

The invention relates to novel collagen peptides that are modified by grafting free or substitued thiol functions carried by mercaptoamine 
radicals. The aim of the invention is to provide thiol collagens that can be cross-linked in a sufficient and controlled manner by forming 
S-S bridges and which are biocompatible. This is achieved by means of the inventive thiol collagens which are characterized in that the 
mercaptoamine radicals are identical to or different from each other and are exclusively grafted on the aspartic and glutamic acids of the 
collagen chain by amide bonds. The invention also relates to a method for the production of said thiol and cross-linkable collagens . The 
novel modified cross-linkable and/or cross-linked collagens can be used as biomaterials. 



(57) Abreg<§ 

L'invention conceme de nouveaux peptides collag6niques modifies par greffage de fonctions thiol, libres ou substitutes, portees par 
des restes mercaptoamin6s. Le but vise" par l'invention est de fournir des collagenes thiolises, d'une part, aptes a r6ticuler de maniere 
suffisante et contrdlee par formation de ponts S-S et, d'autre part, biocompatibles. Ce but est atteint par les collagenes thiolises selon 
l'invention qui sont caracterises en ce que ces restes mercaptoamines sont identiques ou differents entre eux et sont exclusivement greffes 
sur les acides aspartique et glutamique de la chaine collag6nique par l'interm6diaire de liaisons amides. L'invention conceme, 6galement, 
le proceed d'obtention de ces collagenes thiolis6s et nSticulables. Application de ces nouveaux collagenes modifies sous forme nSticulable 
et/ou rdticulee- comme biomateriau. 
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(57) Abstract 

The invention relates to novel collagen peptides that are modified by grafting free or subsumed thiol functions carried by mercaptoamine 
radicals. The aim of the invention is to provide thiol collagens that can be cross-linked in a sufficient and controlled manner by forming 
S-S bridges and which are biocompatible. This is achieved by means of the inventive thiol collagens which are characterized in that the 
mercaptoamine radicals are identical to or different from each other and are exclusively grafted on the aspartic and glutamic acids of the 
collagen chain by amide bonds. The invention also relates to a method for the production of said thiol and cross-linkable collagens . The 
novel modified cross-linkable and/or cross-linked collagens can be used as biomaterials. 



(57) Abrege 

L'invention conceme de nouveaux peptides collagdniques modifies par greffage de fonctions thiol, libres ou substitutes, portees par 
des restes mercaptoamines. Le but vise par l'invention est de foumir des collagenes thiolises, d'une part, aptes a reticuler de maniere 
suffisante et controlee par formation de ponts S-S et, d'autre part, biocompatibles. Ce but est atteint par les collagenes thiolises selon 
l'invention qui sont caracterises en ce que ces restes mercaptoamines sont identiques ou differents entre eux et sont exclusivement greff6s 
sur les acides aspartique et glutamique de la chaine collagenique par l'imermediaire de liaisons amides. L'invention conceme, egalement, 
le procede d'obtention de ces collagenes thiolises et reticulables. Application de ces nouveaux collagenes modifids sous forme recallable 
et/ou reticulee comme biomateriau. 
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I. Basis of the report 



1. This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 



^ the international application as originally filed. 

^7 the description, pages 1~23 , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-3 



4-12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



26 February 2001 (26.02.2001') 



| | the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I | the claims, Nos. 



I 1 the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 



Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1 . Statement 

Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

-Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-12 



1-12 



1-12 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following document: 

Dl: FR-A-2 692 582 (cited in the application, page 
3, line 13) . 



1. Claims 1 to 5: 



1.1 Document Dl, which is considered the prior art 

closest to the subject matter of Claim 1, discloses 
(the references in parentheses apply to this 
document) a modified collagen that is useful as a 
biomaterial for prostheses, implants or other 
medical items, is soluble in water and/or in polar 
organic solvents, and contains free or substituted 
thiol functions carried by residues of cysteine or 
derivatives thereof bonded to the collagen 
(abstract) . Said residues are grafted onto 
carboxylic residues added to the collagen, as well 
as onto the carboxyls of glutamic and aspartic amino 
acids, present in the starting collagen (page 9, 
lines 8-10, page 12, lines 28-33, page 13, lines 14- 
18, page 17, line 22). The residues are grafted by 
means of amide bonds (steps c and d of the example, 
page 20, lines 16-34: typical conditions for forming 
an amide bond) . 
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The subject matter of Claim 1 therefore differs from 
said known modified collagenic peptide in that said 
mercapto-amino radicals are grafted exclusively onto 
the Asp and Glu acids of the collagenic chain. 

The subject matter of Claim 1, as well as that of 
dependent Claims 2 to 5, is therefore novel (PCT 
Article 33 (2) ) . 



In light of Dl, the problem addressed by the present 
invention can be considered that of finding another 
modified collagenic peptide having biomaterial 
properties . 

The solution proposed in Claim 1 of the present 
application is considered inventive, since the 
claimed collagen molecule is simplified relative to 
that of Dl (which must further comprise mercapto- 
amino radicals grafted onto the carboxylic residues 
added to the collagen) . 



The subject matter of Claim 1, as well as that of 
dependent Claims 2 to 5, is therefore inventive (PCT 
Article 33(3)) . 

2. Claim 6: 



Document Dl, which is considered the prior art 
closest to the subject matter of Claim 6, discloses 
(the references in parentheses apply to this 
document) a cross-linked collagen characterized in 
that the bridges between the chains thereof consist 
of disulfide bridges resulting from cysteine 
residues bonded to the collagen via spacer compounds 
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International application No. 
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(Claim 5) . The spacer compounds in question enable 
at least one portion of the cysteine residues to be 
indirectly grafted onto the collagenic amino acids 
with alcohol or free amine functions (page 9, lines 
6-10, page 16, lines 22-28 and page 17, lines 13- 
17) . 

The subject matter of Claim 6 therefore differs from 
said known modified collagenic peptide in that said 
mercapto-amino radicals are grafted exclusively onto 
the Asp and Glu acids of the original collagenic 
chain . 



The subject matter of Claim 6 is therefore novel 
(PCT Article 33 (2) ) . 



In light of Dl, the problem addressed by the present 
invention can be considered that of finding another 
crosslinked collagenic peptide having biomaterial 
properties . 

The solution proposed in Claim 6 of the present 
application is considered inventive (PCT Article 
33(3)), since the claimed collagen molecule is 
simplified relative to that of Dl (which must 
further comprise mercapto-amino'radicals grafted 
onto the carboxyl residues added to the collagen) . 



3. Claim 7 : 

Claim 7 is dependent on Claims 1 or 6, which are 
novel and inventive. For this reason, the subject 
matter of Claim 7 can be considered novel (PCT 
Article 33(2)) and inventive (PCT Article 33(3)). 
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4 . 



Claims 8 to 11: 



4.1 The method of Claim 8 comprises reacting only 
the carboxylic functions of the aspartic and 
glutamic acids of a collagen in order to obtain a 
portion of the novel and inventive collagenic 
peptides of Claim 1 (those having substituted thiol 
functions) . 

Since the method for obtaining a novel and inventive 
compound is considered novel and inventive, the 
subject matter of Claim 8 meets the requirements of 
PCT Article 33(2) and (3). 

4.2 The method of Claim 9 comprises adding a 
deprotection step to the novel and inventive method 
of Claim 8. This method enables a portion of the 
novel and inventive collagenic peptides of Claim 1 
to be obtained (those having free thiol functions) . 

Since the method for obtaining a novel and inventive 
compound is considered novel and inventive, the 
subject matter of Claim 9 meets the requirements of 
PCT Article 33(2) and (3). 

4.3 The method of Claim 10 comprises adding an 
oxidation step to the novel and inventive method of 
Claim 9. This method enables the novel and 
inventive collagenic peptides of Claim 6 to be 
obtained . 

Since the method for obtaining a novel and inventive 
compound is considered novel and inventive, the 
subject matter of Claim 10 meets the requirements of 
PCT Article 33(2) and (3). 
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4.4 The method of Claim 11 is dependent on the novel 
and inventive methods of Claims 8 to 10, and, as 
such, is considered novel and inventive and meets 
the requirements of PCT Article 33(2) and (3). 

5.. Claim 12 : 

The use of of a novel and inventive compound is 
considered novel and inventive. 
The subject matter of Claim 12 meets the 
requirements of PCT Article 33(2) and (3). 

6 . Industrial applicability : 

The collagenic peptides defined in Claims 1 to 7 can 
be used as a biomaterial (Claim 12) . The methods of 
Claims 8 to 11 can be used to produce collagenic 
peptides that are useful as biomaterials (Claim 12) . 
The subject matter of Claims 1-12 meets the 
industrial applicability requirement of PCT Article 
33(4) . 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The publisher and publication year of the study 
mentioned in the description (page 14, line 24) have 
not been indicated. 

2. The applicant's attention is" drawn to the following 
typographical errors in the French text: 

page 12, line 33: "focntions" 
page 22, line 18: "Le films" 

Claim 1: "substitues, portees" Claim 9: "thiol 
libres et portees des restes" . 
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1. Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administaration chargee de I'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conform6ment a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
Padministration charged de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent 3 feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



Base du rapport 



II 
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III 


□ 


IV 


□ 


V 


SI 


VI 


□ 


VII 
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d'application industrielle 



Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Observations relatives a la demande intemationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
intemationale 

18/09/2000 



Date d'achevement du present rapport 
23.05.2001 



Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
rexamen preliminaire international: 
Office europeen des brevets 

D-80298 Munich 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Fonctionnaire autorise 
Jenn, T 

N° de telephone +49 89 2399 7348 
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I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale (les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office rGcepteur en reponse a une invitation faite conformement a /'article 14 sont considere'es dans le present 
rapport comme "initialement d6posees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70.17)): 

Description, pages: 

1-23 version initiate 



Revendications, N°: 

1-3 version initiate 

4-12 regue(s) avec telecopie du 26/02/2001 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de Tadministration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de Tadministration ou lui ont ete remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectu6 sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme 6crite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Present^ par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont entrain^ I'annulation : 

□ de la description, pages : 
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□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a ete formula abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont 6te consid^rees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (regie 
70.2(c)) : 

(Toute feuille de remplacement comportant des modifications de cette nature doit Stre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 

6. Observations complementaires, le cas echeant : 

V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-12 




Non : 


Revendications 


Aucune 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 


1-12 




Non : 


Revendications 


Aucune 


Possibilite d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-12 




Non : 


Revendications 


Aucune 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 



Formulaire-PCT/IPEA/409 (cadres l-VIII, feui'He 2) (Juiltet 1998) 



RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale n° PCT/FR00/0051 3 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'Article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et 
la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette 
declaration 



II est fait reference au document suivant: 

D1: FR-A-2 692 582 (cite dans la demande, page 3, ligne 13), 



1. Revendications 1 a 5 : 

1.1 Le document D1 , qui est considere comme etant I'etat de la technique le plus proche 
de I'objet de la revendication 1 montre (les references entre parentheses s'appliquent a 
ce document) un collagene modifie utile comme biomateriau pour protheses, implants ou 
autres articles medicaux, soluble dans I'eau et/ou dans les solvants organiques polaires, 
et contenant des fonctions thiol libres ou substitutes portees par des residus de cysteine 
ou de ses derives fixes au collagene (resume). Ces residus sont greffes sur des residus 
carboxyliques introduits sur le collagene ainsi que sur les carboxyles des acides amines 
glutamique et aspartique present sur le collagene de depart (page 9, lignes 8-10, page 12, 
lignes 28-33, page 13, lignes 14-18, page 17, ligne 22). Les residus sont greffes par I'inter- 
mediaire de liaisons amides (etapes c et d de I'exemple, page 20, lignes 16-34: conditions 
typiques de formation d'une liaison amide). 

L'objet de la revendication 1 differe done de ce peptide collagenique modifie connu 
en ce que les-dits restes mercaptoamines sont exclusivement greffes sur les acides Asp 
et Glu de la chaine collagenique. 

L'objet de la revendication 1 , ainsi que celui de ses revendications dependantes 2 
a 5, est done nouveau (Article 33(2) PCT). 

Au vu de D1 , le probleme que se propose de resoudre la presente invention peut 
done etre considere comme etant de trouver un autre peptide collagenique modifie ayant 
des proprietes en tant que biomateriau. 
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La solution proposee dans la r vendication 1 de la presente demande est consi- 
dered comme inventive car la molecule de collagene revendiquee est simplifiee par 
rapport a celle de D1 (qui doit comporter en outre des restes mercaptoamines greffes sur 
des residus carboxyliques introduits sur le collagene). 

L'objet de la revendication 1, ainsi que celui de ses revendications dependantes 2 
a 5, est done inventif (Article 33(3) PCT). 

2. Revendication 6 : 

Le document D1 , qui est considere comme etant I'etat de la technique le plus proche 
de l'objet de la revendication 6 montre (les references entre parentheses s'appliquent a 
ce document) un collagene reticule caracterise en ce que ses pontages intercatenaires 
sont constitues par des ponts disulfures formes par des residus cysteiques fixes au colla- 
gene par I'intermediaire de composes d'espacement (revendication 5). Les composes 
d'espacement en question permettent le greffage indirect d'au moins une partie des resi- 
dus cysteiques sur les acides amines collaqeniques a fonctions alcool ou amine libre (page 
9, lignes 6-10, page 16, lignes 22-28 et page 17, lignes 13-17). 

L'objet de la revendication 6 differe done de ce peptide collagenique modifie connu 
en ce que les-dits restes mercaptoamines sont exclusivement greffes sur les acides Asp 
et Glu de la chame collagenique d'origine. 

L'objet de la revendication 6 est done nouveau (article 33(2) PCT). 

Au vu de D1 , le probleme que se propose de resoudre la presente invention peut 
done etre considere comme etant de trouver un autre peptide collagenique reticule ayant 
des proprietes en tant que biomateriau. 

La solution proposee dans la revendication 6 de la presente demande est consi- 
deree comme inventive (Article 33(3) PCT) car la molecule de collagene revendiquee est 
simplifiee par rapport a celle de D1 (qui doit comporter en outre des restes mercapto- 
amines greffes sur des residus carboxyliques introduits sur le collagene). 
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3. Revendication 7 : 

La revendication 7 depend des revendications 1 ou 6 qui sont neuves et inventives, 
c'est pourquoi I'objet de la revendication 7 peut etre considere nouveau (Article 33(2) 
PCT) et inventif (Article 33(3) PCT). 

4. Revendications 8 a 1 1 : 

4.1 Le procede de la revendication 8 consiste a faire reagir exclusivement les fonctions 
carboxyliques des acides aspartique et glutamique d'un collagene afin d'obtenir une partie 
des peptides collagen iques nouveaux et inventifs de la revendication 1 (ceux ayant des 
fonctions thiol substitutes). 

Le procede d'obtention d'un compose nouveau et inventif etant considere nouveau 
et inventif, I'objet de la revendication 8 remplit les conditions des Articles 33(2) et 33(3) 
PCT. 

4.2 Le procede de la revendication 9 consiste a ajouter une etape de deprotection au 
procede nouveau et inventif de la revendication 8. Ce procede permet d'obtenir une partie 
des peptides collageniques nouveaux et inventifs de la revendication 1 (ceux ayant des 
fonctions thiol libres). 

Le procede d'obtention d'un compose nouveau et inventif etant considere nouveau 
et inventif, I'objet de la revendication 9 remplit les conditions des Articles 33(2) et 33(3) 
PCT. 

4.3 Le procede de la revendication 10 consiste a ajouter une etape d'oxydation au 
procede nouveau et inventif de la revendication 9. Ce procede permet d'obtenir les 
peptides collageniques nouveaux et inventifs de la revendication 6. 

Le procede d'obtention d'un compose nouveau et inventif etant considere nouveau 
et inventif, I'objet de la revendication 10 remplit les conditions des Articles -33(2) et 33(3) 
PCT. 

4.4 Le procede de la revendication 11 depend des precedes nouveaux et inventifs des 
revendications 8 a 10, et en tant que tel, ce procede est considere nouveau et inventif 
et remplit les conditions des Articles 33(2) et 33(3) PCT. 

5. Revendication 12 : 

L'application d'un compose nouveau et inventif est consideree nouvelle et inventive. 
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L'objet de la revendication 12 remplit les conditions des Articles 33(2) et 33(3) PCT. 

6. Application Industrielle : 

Les peptides collageniques definis dans les revendications 1 a 7 ont une application 
en tant que biomateriau (revendication 12); les precedes des revendications 8 a 1 1 ont 
une application pour former des peptides collageniques utiles en tant que biomateriaux 
(revendication 12). 

L'objet des revendications 1-12 est conforme au critere d'application industrielle 

defini dans I'Article 33(4) PCT. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

1 . L'editeur et I'annee de parution de I'ouvrage mentionne dans la description (page 1 4, 
ligne 24) ne sont pas indiques. 

2. L'attention de la Demanderesse est portee sur les erreurs de frappe suivantes: 

page 12, ligne 33: "focntions", 
page 22, ligne 18: "Le films", 
revendication 1: "substitues, portees", 
revendication 9: "thiol libres et portees des restes". 
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4. Peptide collagenique selon Ja revendication 2, caracterise : 

♦ en ce qu'il comprend des restes mercaptoamiiies greffes de formule (I) telle que 
d6finie dans la revendication 2 et dans laquelle R 2 correspond a rhydrogene 

♦ et en ce qu'il est r&iculable. 

5. Peptide collagenique selon la revendication 4 caracterise en ce qu'U comprend des restes 
rjaercaptoamines de formule (T) suivante : 



FORMULE (T) 

— NH CHR- 



■CI#: 



-SH 



dans laquelle R 1 correspond a H ou a COOR 3 , avec x, R l , R°, R 3 , tels que dSfinis supra dans la 
revendication 2 en legende de la formule (I), R 3 pouvant, en outre, representor I'hydrogene ou un 
cation apte a former un sel avec COO", ce cation itant, de preference, Na* K + , Li + . 



6. Peptide collagenique r&icule caracterise : 

• en ce qu'il comprend des chaines collagetdques reliees entire elles par des ponts disulfure dont 
les atomes de soufre constitutifs appartiennent a des restes mcrcaptoairjines exchisivement 

20 greffes, sut les acides aspartique et giutamique des chaines collag&uques, par l'intetmediaire 
de liaisons amides 

• en ce qu'il est obtenu a partir du peptide collagenique selon la revendicatian 4 et/ou 5. 



25 7. Peptide collagenique selon rune quelconque des revendications 1 a 6 caracterise en ce qu'il 
comporte des greffons G, differents des restes meicaptoarnines, (notamment ceux tels que definis 
supra dans les revendications 1 a 6), fixes sur au morns une partie des motifs amine libres de la 
chalne collagenique, par l'intermediairc de liaisons amides, G 6tant un acyle comprenant une 
entity hydrocarbonee, component, eventueUement, des heteroatomes (avantageusement 0 et/ou 

30 N) et etant, de preference, choisie parmi les aikyles et/ou les alcenyles et/ou les alicycliques et/ou 
les arornatique et, plus preferentieltement encore, parmi les groupements comprenant une chalne 
alkyle, eventuellement insaturee, comprenant de 1 a 22 carbone(s) ou repondant a la formule 
(EH) suivante : 
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FORMULE(HI) 



R 5 



-CO — J- CH- 



.CH 2 — CH- 



avec : 

5 

♦ R. 5 -HauCH3; 

• R 6 = H, un radical alkyle lineaire ou ramifie et de preference un methyle; 

* z = 0, 1 on 2 et n > 0 et n est choisi de telle sorte que Ie poids moleculaire 
de la chame polymere soit compris entre 100 et 15 000, de preference 

10 entre 200 etet 8 000. 



8. Precede d'obtention d'un peptide collagenique soluble en milieu aqueux et/ou dans les solvants 
polaires et modifte par greffage de fonctions thiol substitutes et pottees par des Testes 
mercaptoamines, 

caracterise en ce qu'il consist e essentiellement a fake reagir en solution, exclusivemeat les 
fonctions caiboxyliques des acides aspartique et glutamique d'un peptide collagenique avec au 
moirvs un pr6curseur d'un reste mercap to amine dont la fonction thiol et I'eventuelte fonction 
carboxylique sont bloqu6es, en presence d'au moins un agent de greffage, de preference choisi 
dans le groupe comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de preference 
les carbodiimides. 

9. Procede de preparation d'un peptide coBagenique reticulable, modifie par greffage de 
25 fonctions thiol libres et portees des restes mercaptoamines, caracterise en ce qu'il consiste, 

essentiellement : 

1 . a fair© reagir en solution, exclusivement les fonctions carboxyliques des acides aspartique 
et glutamique d'un peptide collagenique avec au moras un precurseur d'un reste 
mercaptoamine dont la fonction thiol et 1'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, 
30 en presence d'au moios un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 

comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de preference 
carbodiimides ; 
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2. et a deproteger (transformation en thiols) les fonction mercsjpto des xestes 
mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques modifies obtenus a I'etape 1 . 

10. Procede de preparation d"un peptide coilagenique n&ieule a partir d'un peptide coilagenique 
inodifie par greffage de fonctions thiol lfbres et poitees par des restes mercaptoarnine, caracterise 
en ce qu'il consiste, essentiellement : 

1 . a faire reagir en solution, exclusivement les fonctions carboxyliques des acides aspattique 
et glutamique d'un peptide coilagenique av&c sa moins un precurseur d'un reste 
mercaptoantine dont la fonction thiol et l'eventuelle fonction carboxylique sont bloquees, 
en presence d'au moins un agent de greffage, de preference choisi dans le groupe 
comprenant les produits activant les groupements carboxyliques, de preference les 
carbodiimides ; 

2. et a deproteger (fransfonnation en lhiols) les fonctions mercapto des restes 
mercaptoamines greffes sur les peptides collageniques modifies obtenus a l'6tape 1 ; 

3. et a oxyder les fonctions thiol du peptide coilagenique naodifie reticulable issu de l'6tape 
2, de facon a former des ponts disuJfure intercatenaires. 

11. Procecle selon l*une quelconque des revendications 8 a 10 caracterise en ce que l'onpievoit 
une etape compleraentaive F de fonctionnalisation par des greffons G de nature differente de 
celle des greffons fixes aux fonctions carboxyliques des acides aspartiques et glutamiques,. cette 
etape F consistant essentiellement a proceder a une acylation d'au moins une partie des fonctions 
amines Hbres de la chaine coilagenique, de facon a fixer sur celles-ci des greffons G comprenant 
une entite hydrocarbonee, cette entity comprenant, eventuellement, des hiteroatomes 
(avantageusement O et/ou N)» et etant, de preference, choisie parmi les alkyles et/ou les 
alcenyles et/ou les alicyliques et/ou les aromatiques. 

12. Application des peptides collageniques selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 ou du 
peptide obtenu par le procede selon rune quelconque des revendications 8 a 11, a litre de 
biomateriau constitutif d'implants, de protheses, de pansements, de tissus artificiels, de systeme 
de bioencapsulation, de revetement de biocompatibilisation, de ftls de suture, de colles ou de 
ciments chirurgicaux ou de support pour culture cellulaire. 
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Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 
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Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche intemationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 

CHEM ABS Data, EPO-Internal , WPI Data, PAJ 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie ° 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant, I'indication des passages pertinents 


no. des revendications visees 


A 


EP 0 890 663 A (KANEKA CO) 


1-3,8 




13 janvier 1999 (1999-01-13) 






page 4, ligne 43 - page 5, ligne 43; 






examples 1-5 




A 


DATABASE CHEMABS 'en ligne! 


1,4,5,9 




CHEMICAL ABSTRACTS SERVICE, COLUMBUS, 






OHIO, US; 






STN, CAPLUS accession no. 1979:422431, 






XP002125733 






abrege; RN 60-23-1 






* idem * 






& Y. CH0NAN ET AL: HIKAKU KAGAKU, 






vol. 24, no. 3, 1978, pages 140-147, 






-/- 





Xj Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste des documents rj( I Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



"T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a i'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituent la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est assccie a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationale a ete etfectivement achevee 

5 jui 1 let 2000 


Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 

14/07/2000 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche intemationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

Van Amsterdam, L 



Formulaire PCT/IS A/210 (deuxidme teuille) (juillet 1992) 



0 Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 
"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 

"P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement a la date de priorite revendiquee 



page 1 de 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

ortnatlon on patent family members 



International Application No 

PCT/FR 00/00513 



Patent document 


Publication 




Patent family 




Publication 


cited in search report 


date 




member(s) 




date 


EP 890663 A 


13-01-1999 


JP 


11323727 


A 


26-11-1999 






CN 


1207422 


A 


10-02-1999 



W0 9005755 A 31-05-1990 



US 

w O 


5162430 


A 


10- 

X V 


-11- 

X X 


1992 


AT 


168708 


T 


15- 


-08- 


1998 


AU 


638687 


6 


08- 


-07- 


1993 


AU 

r\\j 


4660989 


A 


12- 


-06- 


1990 


CA 


2003538 


A 


21- 


-05- 


1990 


DE 


68928754 




27- 


-08- 


1998 


DE 


68928754 


T 

1 


14- 


-01- 

V X 


1999 


EP 


0444157 


A 


04- 


-09- 


1991 


FS 

CO 


2119743 

ul 17/ "TO 


T 

1 


16- 

1 V 


-10- 


1998 


JP 


2505312 


B 


05- 


-06- 


1996 


JP 


4502027 


T 

1 


09- 


-04- 


1992 

X 7 — ' t- 


US 


5306500 


A 


26- 


-04- 


1994 


IK 


5S10418 

OO Iwt 1 o 


A 


23- 

£_ O 


-04- 


1996 

X 7 


US 

UO 


5565519 


A 

n 


15- 

1 O 


-10- 


1996 

X 7 J V 


IK 


ST76375 

OO r UO / O 


A 


27- 


-12- 

X t— 


1994 

X 7 7" 


US 

uo 


5413791 

Jt J. J 1 / 71 


A 


09- 


-05- 


1995 

X J J -J 


IK 


5475052 


A 


12- 


-12- 

X X. 


1995 


IIS 


5550187 


A 


27- 


-08- 


1996 

X 7 7v 


US 


JJCJOHO 


A 


04- 


-06- 


1996 

X 7 


IIS 
uo 


5446091 


A 


2Q- 


-08- 


1995 

1 7 70 


US 

UO 


55/H441 


A 


06- 


-08- 


1996 


us 

uo 


547091 1 


A 


28- 


X X 


1995 

X 7 7 O 


IIS 


5476666 


A 


X 7 


-12- 

X c 


1995 

X J 3 *J 


IK 


JJlUlLl 


A 

r\ 


L--J 


-04- 


1996 

X 7 7U 


uo 


JJL / OoU 


A 


18- 


-06- 

vU 


-1996 


IK 
Uo 


OU IfJO / 


A 

r\ 


C-J 


-fn- 

uo 


x 77 / 


IK 
uo 




A 


27- 


-08- 


-1996 

1 7 7v 


IK 

Uo 


OUHOHUH 


A 

r\ 


ni- 


-07- 


-1997 

1 77 / 


US 


5936035 


A 


10- 


-08- 


1999 


us 


5800541 


A 


01- 


-09- 


-1998 


us 


5786421 


A 


28- 


-07- 


1998 


us 


5744545 


A 


28- 


-04- 


1998 


US 


5324775 


A 


28- 


-06- 


•1994 


US 


5328955 


A 


12- 


-07- 


1994 


US 


5264214 


A 


23- 


-11- 


1993 


US 


5308889 


A 


03- 


-05- 


1994 


US 


5292802 


A 


08- 


-03- 


1994 


US 


5304595 


A 


19- 


-04- 


1994 



FR 2692582 


A 


24-12-1993 


AT 


160798 


T 


15-12-1997 








DE 


69315483 


D 


15-01-1998 








DE 


69315483 


T 


02-07-1998 








EP 


0575273 


A 


22-12-1993 








ES 


2113511 


T 


01-05-1998 








JP 


6080935 


A 


22-03-1994 








US 


5412076 


A 


02-05-1995 



Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



lemande Internationale No 

CT/FR 00/00513 



C.(sulte) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric ' Identification des documents cites, avec.te cas echeant, I'lndlcatlondes passages pertinents 



no. des revendications visees 



C. LIN ET AL: BIOCHIM. BIOPHYS. ACTA, 

vol. 1038, no. 3, 1990, pages 382-385, 

XP000864311 

le document en entier 

W0 90 05755 A (COLLAGEN CORP) 
31 mai 1990 (1990-05-31) 
cite dans la demande 
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PCT-FR 0 0/ 0 0 5 1 3 


0-2 
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Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 


FLAMEL0 056 


1 


Titre de I'invention 


PEPTIDES COLLAGENIQUES MODIFIES PAR 
GREFFAGE DE FONCTIONS MERCAPTO , L ' UN DE 
LEURS PROCEDES D ' OBTENTION ET LEURS 
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autre Etat qui est un Etat contractant 
de la Convention sur le brevet eurasien 
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EP: AT BE CH&LI CY DE DK ES FI FR GB GR 
IE IT LU MC NL PT SE et tout autre Etat 
qui est un Etat contractant de la 
Convention sur le brevet europeen et du 
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AE AL AM AT AU AZ BA BB BG BR BY CA 

CH&LI CN CR CU CZ DE DK DM EE ES FI GB 
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KP KR KZ LC LK LR LS LT LU LV MA MD MG 

MK MN MW MX NO NZ PL PT RO RU SD SE SG 

SI SK SL TJ TM TR TT TZ UA UG US UZ VN 
YU ZA ZW 
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Administration chargee de la 
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Demande d'utilisation des resultats 
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Disquette PCT-EASY 
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f rancais 
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Norn (NOM DE FAMILLE, Prenom) 


FLEOTJ^CE, Raphael L^-^/^ P<5 
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Date effective de reception, rectifiee 
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Administration chargee de la 
recherche international e 


ISA/EP 


10-6 


Transmission de la copie de 
recherche differee jusqu'au paiement 
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RESERVE AU BUREAU INTERNATIONAL 
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Date de reception de I'exemplaire 
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Demande internationale No. 


PCT-FR 0 0 / 0 0 5 1 3 
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Timbre a date de I'office recepteur 


r1 HARS 2000 
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0-4-1 


Formulaire - PCT/RO/101 (Annexe) 
Feuille de calcul des taxes PCT 

Prepare avec 


PCT-EASY Version 2.90 
(mis a jour 15.12.1999) 


0-9 


Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 


FLAMEL 0056 
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Deposant 


FLAMEL TECHNOLOGIES, et al . 
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12-6 
12-7 
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Calcul des taxes prescrites 


Montant total des 
taxes/multiplicateur 


Montant total (FRF) 




Taxe de transmission T 


<=> 


400 




Taxe de recherche S 


n> 


6 198.79 




Taxe internationale 
Taxe de base 
(30 premieres feuilles) b1 


2 709.1 




Feuilles suivantes 


4 


Montant additionnel (X) 


65.6 


Montant total additionnel b2 


262 .4 


b1 + b2 = B 


2 971.5 


Taxes de designation 
Nombre de designations indiquees 
dans la demande internationale 


83 


Number of designation fees 
payable (maximum 8) 


8 


Montant de la taxe de (X) 
designation 


623 .16 


Montant total des taxes de D 
designation 


4 985.28 


Reduction de taxe PCT-EASY R 


-833 .07 


Montant total de la taxe I 
internationale (B+D-R) 




7 123.71 




Taxe afferente au document de priorite 
Numeros des documents de 
priorite a preparer et a transmettre: 


1 




Taxe par document (X) 


100 


Montant total de la taxe afferente P 
au document de priorite 


<=t> 


100 
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TOTAL DES TAXES DUES (T+S+l+P) 




13 822.5 
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Mode de paiement 
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est autorise a debiter mon compte de 
depot de tout montant manquant, ou a le 
crediter de tout excedent, dans le 
paiement du total des taxes indique 
ci-dessus 




12-20-3 


est autorise a debiter mon compte de 
depot de la taxe afferente a la 
preparation et a la transmission du 
document de priorite au Bureau 
international 




12-21 


Compte de depot No. 


3001 


12-22 


Date 


01 mars 2000 (01.03.2000) 


12-23 


Nom et signature 


FLEURANCE, Raphael 


MESSAGES DE VALIDATION ET REMARQUES 


13-2-1 


Messages de validation 
Requete 


Vert? 

Le titre de 1 ■ invention doit etre bref 
et precis. Priere de verifier. 


13-2-6 


Messages de validation 
Bordereau 


Jaune ! 

Le pouvoir ou une copie du pouvoir 
general devra etre fourni a moins que 
tous les deposants signent la requete. 






Vert? 

La demande internationale ne contient 
pas de dessins. Priere de verifier. 
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(54) Nouveaux derives reticulables de collagene, leur procede d'obtention et leur application a la preparation de 
biomateriaux. 

(sf) - La presente invention concerne un collagene modi- 
fier reticulable, soluble dans I'eau et/ou dans les solvants 
organiques polaires aprotiques, et contenant des fonctions 
thiols libres ou substitutes portees par des residus de cys- 
teine ou de ses derives, lesdits residus etant au moins en 
partie fixes au collagene par I'intermediaire de composes 
d'espacement. 

- Elle a egalement pour objet un procede d'obtention du- 
dit collagene. 

- Applications: biomateriaux pour protheses, implants ou 
autres articles medicaux. 
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NOUVEAUX DERIVES RETICULABLES DE COLLAGENE^ LEUR PROCEDE 

D ' OBTENTION ET LEUR APPLICATION A LA PREPARATION DE BIOMATERIAUX 

La presente invention est relative a de nouveaux derives 
reticulables de collagene susceptibles d'etre utilises dans la 

05 preparation de biomateriaux, a partir desquels des produits 

appli cables, notamment en medecine, et plus parti culierement en 
chirurgie, ou en cosmetologie, peuvent etre obtenus. 

Parmi ces produits, on peut citer les tissus ou les 
organes arti f iciels, tels que la peau artif icielle, les protheses 

10 ou implants osseux, ligamentai res, cardio-vasculai res, 

intra-oculaires..., ou bien encore les systemes de bioencapsulation 
(implants, microspheres, microcapsules) permettant la liberation 
controlee de principes actifs in vivo. 

A titre d'exemple, on peut egalement evoquer les 

15 accessoires medicaux, tels que les f i Is de sutures ou les 
revetements de biocompatibi lisation d'articles medicaux 
implantables. 

Pour chacune des applications biomedicales precitees, il 
est indispensable d'obtenir pour le collagene reticule certaines 

20 proprietes physicochimiques, mecaniques ou biologiques de fagons 
reproductibes et controlees. Seules la parfaite maitrise des 
modifications chimiques du collagene, La large gamme des produits 
synthetises selon l* invention et la bonne adaptability des procedes 
de reticulation qui en decoulent permettent de repondre de fagon 

25 satisfaisante a la plupart des contraintes apparaissant lors de 
I 'elaboration du cahier des charges d'une application donnee. 

L 1 invention concerne, egalement, un procede d'obtention 
de ces nouveaux derives reticulables de collagene, ainsi que 
de nouveaux produits intermediates intervenant dans le susdit 

30 procede, et enfin, le collagene reticule issu du collagene 
reticulable considere. 

Le domaine de l' invention est celui des materiaux 
biocompatibles a base de collagene, utiles comme matiere premiere 
pour la realisation d'articles destines a etre mis en contact avec 

35 ou implantes dans le corps humain ou animal, et capables de 
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s'assimiLer au mieux aux maten'aux bioLogiques, notamment sur Le 

plan mecanique, de maniere a pouvoir Les rempLacer. L'appLication 

visee est essentiel Lement La medecine humaine. 

Le coLLagene est une proteine connue, presente a tous 
05 Les niveaux de L' organisation des tissus animaux : iL s'agit de La 

principaLe proteine de La peau et du tissu conjonctif. Par nature, 

iL possede des caracteri stiques biochimiques et physico-chimiques 

reLativement bien adaptees au mi Lieu vivant. 

Au sens de La presente invention, Le terme coLLagene 
10 designe tout peptide de nature coLLagenique, dont notamment La 

geLatine. 

Differentes quaLites de coLLagene d'origine animaLe ou 
humaine sont actueL Lement commerciaLi sees dans Le monde, 
essentieLLement pour L'eLaboration de biomateriaux ou de produits 
15 cosmetiques. 

Dans Les appLi cations repandues a L'heure actueL Le, on se 
satisfait des proprietes des differentes quaLites disponibLes. 

Ainsi, parmi ces coLLagenes on trouve d'exceLLents 
supports d'adhesion, de muLtipLication et de croissance ceLLuLaire, 
20 apprecies pour La reaLisation de miLieux de cuLture ceLLuLaire. 

On tire egaLement profit de Leur hydrophiLie, de Leur 
faibLe immunogeni ci te, de Leur bonne resistance a La proteoLyse et 
de Leur caractere hemostatique. 

Les proprietes mecaniques des coLLagenes natifs sont 
25 acceptabLes pour un certain nombre d'uti Lisations. 

Cependant, force est de reconnaitre que dans Le domaine 
des articLes medicaux impLantab Les, teLs que Les impLants et Les 
protheses, Les coLLagenes natifs du marche souffrent d' importantes 
Lacunes quant a Leur resistance mecanique et a Leur resistance a 
30 La proteoLyse. 

En effet, L ' introduction de ces corps etrangers, que 
constituent Les impLants et Les protheses, dans un organisme vivant 
induit des phenomenes de rejet qui se traduisent, notamment, par 
des reactions i nf Lammatoi res provoquant, entre autre, La production 
35 de colLagenase, qui hydroLyse Le coLLagene. IL en resuLte, pour Le 
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moins, une alteration du comportement mecanique du greffon a base 
de collagene. 

On sait que La reticulation permet d'ameliorer Les 
proprietes mecaniques du collagene. ELLe confere aux fibres de 
collagene une tres grande resistance a La traction et a La 
dechirure, grace aux nombreuses Liaisons covaLentes qu'eLLe cree 
entre Les chaines de collagene. 

Sur La base de cette connaissance scienti f ique, de 
nombreuses etudes ont ete entreprises pour developper Les 
possibilites de reticulation artificieLLe du coLLagene. 

IL est ainsi apparu trois grands types de techniques de 
reticuLation de cette proteine. 

Le premier type de technique est La reticuLation a 
L'aide d'agent pontant dans LaqueLLe des molecules exogenes, Le 
plus souvent bifonctionnelles, sont greffees pour permettre 
L'etablissement des Liaisons. Les reactifs Les pLus frequemment 
empLoyes sont : 

- Les mono- et di-aLdehydes tels que Le formaldehyde 
(engendrant des ponts methylenes), Le ma lonaldehyde et 
surtout Le glutaraldehyde (reticulant par Liaisons 
imines et aLdols). Les principaux problemes sont dus a 
Leurs extremites -CHO qui sont irritantes et a 
L'autopoLymerisation des di-aLdehydes qui Les rend 
cytotoxiques. 

- Les composes di carboxyliques qui sont, a ce jour, 
essentiellement empLoyes soit pour modifier Le 
coLLagene, soit pour Le tannage des peaux et qui 
agissent par Liaisons amides voire esters. 

- Les diamines, telles que I'hexamethylene diamine, qui 
agissent uniquement par Liaisons amides. 

- Les diisocyanates, dont I'hexamethylene. diisocyanate 
qui est utilise pour la reticulation par Liaisons 
amides. 

- Les disulfonyl-chlorures qui etablissent des Liaisons 
intra et inter-catenai res. 
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Suivant un second type de technique, on procede a La 
•un reseau par Liaison covaLente entre Les moLecuLes de 
et ce sans greffage de composes exogenes. 
Les pn'ncipaLes methodes empLoyees sont : 

- L' i rradiation Crayonnement uLtra-vioLet ou gamma) qui 
produit a La fois un certain nombre de desaminations 
oxydatives, permettant des reti cuLations par Liaisons 
imines et aLdoLs, ainsi que des radicaux Libres tres 
reactifs pouvant creer des pontages cova Lents. 

Une teLLe methode presente L ' inconvenient de provoquer 
La reticuLation du coLLagene seuLement dans une etroite 
zone, pour des basses energies, tandis que pour des 
energies superieures, eLLe entraine des hydroLyses ou 
des denaturations tres prejudi ci abLes au produit. 

- La deshydratation (poussee : pLus de 100°C, sous vide) 
qui conduit a La formation de Liaisons amides et 
esters, ainsi que de Lysino-aLanines intra et 
intermoLecuLaires. Parmi Les reactifs empLoyes, on peut 
citer Les carbodi imides, teLs que Le cyanamide ou Le 
dicycLohexyLcarbodiimide. Ce mode de reticuLation en 
est encore au stade experimentaL. 

- La reticuLation enzymatique par des proteines mimant 
L'effet de La LysyLoxydase (enzyme responsabLe de La 
reticuLation natureLLe). CeLa reste pour Le moment a 
L'etude. 

- L'oxydo-reduction qui induit une desamination oxydative 
des extremites aminees qui deviennent 
aLdehydiques. On utiLise essentieLLement des cations 
metaLLiques (Cu 2+ , Fe 2+ , AL 3+ ) associes a des 
cofacteurs CAscorbate, PyridoxaL-5P), ainsi que des 
suLfites ou des nitrites. Cette methode est tres 
utiLisee pour Le tannage du cuir. 

- L'activation fonctionneLLe, en particuLier des 
carboxyLes qui peuvent fournir des azides d'acides 
ayant une reactivite tres seLective vis-a-vis des 
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extremites -NH^ et conduisant a La formation d'une 
Liaison amide. Divers biomateriaux peuvent etre 
reaLises ainsi. 
Le troisieme type de technique est La reticuLation 
05 par copoLymerisation. ElLe consiste a reunir, par des Liaisons 
covaLentes, Le coLLagene a un autre poLymere pour donner des 
conformations pLus ou moins enchevetrees. Les poLymeres Les pLus 
souvent associes au coLLagene sont : 

- Les derives d'acryLique, dont La toxicite est souvent 
10 redhibitoire pour Les appLications en medecine humaine 

du type impLant ; 

- Les meLanges acryLonitri Le-styrene avec LesqueLs iL n'a 
jusqu'aLors pas ete possibLe de depasser Le stade du 
Laboratoire ; 

15 - Les poLyurethannes surtout utiLises dans Le 

renforcement des cuirs tannes ; 

- Les poLyaLcooLs ; 

- et Les si Li cones. 

Les Liaisons impLiquees dans La copoLymerisation sont 
20 tres diverses et dependent des groupements mis en jeu par chaque 
poLymere. 

Toutes ces techniques, qu'eLLes soient de nature physique 
ou chimique, possedent de nombreux inconvenients. 

Tout d'abord, concernant Les reticuLations chimiques, 
25 eLLes donnent Lieu a des residus toxiques dans Le coLLagene 

reticuLe. Les residus peuvent etre sous forme de reactifs non 
consommes ou de fonctions reactives Libres, issues de reactifs 
bifonctionneLs qui n'ont reagi que par une seuLe extremite. 

S'agissant des reticuLations physiques, eLLes sont toutes 
30 de mise en oeuvre deLicate et manquent de reproductibi Lite. 

De maniere generaLe, ces deux types de reticuLation 
entrainent une perte partieLLe ou totaLe de L'affinite des ceLLuLes 
tissuLaires pour Le coLLagene modifie. 

En outre, eLLes ne peuvent pas etre mises en oeuvre pour 
35 L'obtention d'articLes mouLes, a partir de soLutions de coLLagene. 
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En effet, aucune d'eLLes ne permet de maitriser La cinetique de 
reticulation, pas plus que Le taux de reticulation. 

Dans de telles conditions aleatoires, il n'est pas 
possible d'envisager des fabrications industrielles simples, 
05 economiques et conduisant a des produits de qua lite mecanique 
adaptee aux applications visees. 

C'est la raison pour laquelle, dans la grande majorite 
des cas, les techniques de reticulation ont ete uti Usees 
limitati vement sur des pieces anatomiques ou des tissus contenant 
10 du collagene. 

De facon plus exceptionnelle, elles ont ete mises en 
oeuvre pour la reticulation d'articles preformes en collagene, 
essentiellement des films ou des feutres. 

En tout etat de cause, elles demeurent inoperantes dans 
15 le large domaine restant des applications a titre de 
biomateriaux. 

II a ete propose, par ailleurs, d'exploiter le pontage 
le plus couramment rencontre sur le plan biologique : la liaison 
disulfure -S-S-. 

20 II a ainsi ete decrit dans L'article intitule "Einbau von 

cystin-brucken in kollagen" - F. SCHADE 8 H. ZAHN - Angew, Chem 
74, 904 (1962), la fixation directe, sans intermedial re 
d'espacement, d'un derive de la cystine dans du collagene, pour 
tenter d'effectuer une reticulation par pontage S-S-. 

25 Dans ce resume succinct de leurs travaux, les auteurs 

pretendent avoir obtenu du collagene reticule par des ponts 
disulfures. 

L'agent reticulant mis en oeuvre est un derive de la 
cystine, dans lequel les deux fonctions amine de la cystine ont ete 
30 bloquees par un groupement protecteur, du genre carbobenzoxy I . 

Apres greffage sur le collagene, les ponts disulfure ont 
ete reduits puis reoxydes par I'oxygene de I'air (facteur 
d'autoreticulation) en milieu basique. 

Cet article enseigne le greffage direct de cystine sur du 
35 collagene, sans utilisation d'un compose d'espacement. 
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La technique de greffage direct employee permet des taux 
de substitution faibles egaux a 3 % en nombre maximum, ce qui 
correspond au taux de residus lysyls dans Le collagene. 

Vingt ans apres ce premier article, la demande de brevet 
europeen n° 0 049 469 divulgue un pansement a base de collagene 
et de fibrinogene combines. Dans ce document, on decrit 
l' introduction directe de fonctions thiols dans du collagene 
soluble extrait de tendons. Les fonctions thiols sont amenees par 
I ' intermedial re de la N-acetyl homocysteine thiolactone. De la 
meme maniere que precedemment, le greffage de cette molecule sur 
le collagene ne peut intervenir que sur les radicaux amines 
libres, portes par les residus lysyl, ce qui equivaut a un taux de 
greffage maximal de 3 % en nombre, en supposant que la reaction 
soit totale. 

II faut enfin souligner I'absence de compose d'espacement 
reliant le collagene au residu cysteique employe. 

La presente invention vise a proposer un collagene 
modifie, reticulable, soluble dans I'eau et/ou dans les solvants 
organiques polaires aprotiques, porteur de fonctions thiols libres 
ou substitutes appartenant a des residus de cysteine ou de ses 
derives et apte a reticuler dans ces milieux, par formation de 
ponts disulfures, pour donner des gels en presence d'oxydants doux, 
en permettant une excel lente maitrise de la cinetique et du taux 
de reticulation. 

Un autre but de l' invention est de f ourni r un 
collagene "thiolise", reticulable en gels de densite de 
reticulation, done de resistance mecanique, modulable a I'avance, 
de facon a etre adaptable a toute application. 

Un autre but de l' invention est de fournir un collagene, 
modifie, reticulable dont la souplesse et les performances de 
reticulation le consacre comme une matiere premiere 
parti culierement appropriee pour I'elaboration, par exemple par 
moulage ou extrusion, d'articles medicaux solides du type implants 
ou protheses medicaux. 

Aussi, e'est apres avoir mene de nombreux essais et 
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etudes que La demanderesse est parvenue a surmonter Les obstacles 
auxquels s'etait heurte L'art anterieur et a atteindre ces buts et 
d'autres en fixant des residus cysteiques sur Le collagene, au 
moins en partie par L' intermedi ai re de composes d' espacement. 

05 Ainsi, La presente invention concerne un nouveau 

collagene modifie, reticulable, soluble dans L'eau et/ou dans 
Les soLvants organiques polaires aprotiques, et contenant des 
fonctions thiols libres ou substitutes, portees par des residus de 
cysteine ou de ses derives, lesdits residus etant au moins en 

10 partie, fixes au collagene par I ' intermedial' re de composes 
d' espacement. 

De facon tout a fait avantageuse, le collagene modifie 
suivant L' invention est aisement faconnable et manipulable 
industriellement. II permet d'obtenir des articles medicaux, du 

15 type implant, prothese ou peau artif icielle, atoxiques, non 

immunogenes et dont les proprietes mecaniques et biologiques sont 
parfaitement adaptees a I ' appli cation visee. 

Au sens de la presente invention, le terme "reti culable" 
designe indi f f eremment des collagenes modifies aptes a 

20 s ' autoreti culer spontanement en presence de L'oxygene de I'air, a 
temperature ambiante, eventuel lement en presence d'agents 
auxiliaires doux, tels que des oxydants ou des collagenes modifies 
aptes a reticuler a I'aide d'agents auxiliaires n' intervenant pas 
directement dans la reaction et ne se retrouvant pas dans 

25 Le produit reticule. 

L'excellente biocompatibi lite de ce collagene modifie 
trouve, en partie, son origine dans Le fait que les fonctions 
thiols Libres ou substitutes sont portees par des residus de 
cysteine ou de ses derives (ci-apres indif feremment designes sous 

30 le terme general : residus "cysteiques"), a savoir par exemple la 
cysteine elle-meme, la cystine et L 'homocysteine. 

Conf ormement a L' invention, les residus "cysteiques" 
sont en partie lies au collagene par 1 1 intermediai re de composes 
d' espacement. Chaque compose d'espacement comprend, de preference, 

35 plusieurs radicaux carboxy liques. Plus preferentiel lement 
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encore, Le compose d' espacement est un acide di carboxy Lique apte a 
former un anhydride cyclique. On peut choisir ce compose dans La 
Liste non Limitative suivante d'acides di carboxyLiques ou de Leurs 
derives : acide succinique, gLutarique, phtalique, itaconique, 

05 maleique, L'acide succinique etant parti cuLierement prefere. 

Ce compose d'espacement permet Le greffage indirect d'au 
moins une partie des residus "cysteiques" sur Les acides amines 
collageniques a fonctions aLcooL ou amine Libres. D'autres residus 
"cysteiques" se fixent directement sur Les acides amines porteurs 

10 de groupements carboxyliques (acides gLutamique et aspartique). 

Le taux de substitution, par des fonctions thioLs Libres 
du collagene modi fie suivant L' invention, peut varier dans une 
Large pLage de vaLeurs. 

En particuLier et de facon tout a fait originaLe, iL peut 

15 etre superieur a 3 fonctions thioLs pour cent acides amines de La 
chaine col lagenique. Ceci est parti cuLierement interessant au 
regard de L'adaptabi Lite, notamment sur Le plan des proprietes 
mecaniques, du biomateriau a diverses applications finales. 

Ce collagene modifie passe aisement a I'etat reticule 

20 par oxydation des fonctions thiols et creation de ponts disulfures 
dans un envi ronnement oxydant doux. Dans des conditions 
physioLogiques, in vivo, cela peut se produire par autooxydation 
par l'oxygene dissous ou par oxydation enzymatique, alors que dans 
des conditions non physi ologiques, in vitro, I'oxydation peut 

25 s'effectuer a I'aide de reactifs non toxiques, tels que Le 
peroxyde d'hydrogene ou de L'oxygene de I'air, en milieu 
faiblement basique. 

Le poLymere reticule peut etre obtenu tres stable et 
possedant une grande resistance au cisai Llement. 

30 L' invention concerne, egalement, a titre de produit 

nouveau, un collagene reticule, insoluble notamment dans I'eau 
et/ou dans Les soLvants organiques, caracterise en ce que Le 
compose d'espacement est un produit de nature carboxylique, et de 
preference, un acide di carboxylique apte a former un anhydride 

35 cyclique. 
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Ce collagene reticule peut etre obtenu a partir du 
collagene modi fie, autoreticulable evoque ci-dessus. 

La presente invention concerne, par ailleurs, un procede 
d'obtention d'un collagene modifie, reticulable, soluble dans 
I'eau et/ou dans les solvants organiques polaires aprotiques, et 
contenant des fonctions thiols libres. 

Ce procede comprend essentiellement les etapes 
successives suivantes : 

- a - solubi li sation du collagene de depart dans au 

moins un solvant organique polaire aprotique/ 

- b - acylation et carboxylation du collagene solubi lise, 

- c - activation des fonctions carboxyles libres du 

collagene, 

- d - reaction du collagene active avec un residu 

cysteique a fonction(s) thiols bloquees(s), de 
maniere a obtenir un precurseur inerte du collagene 
modifie vise. 

Suivant une premiere forme de mise en oeuvre du procede 
selon l' invention, il est prevu une etape supplementai re e 
consistant en I'activation directe du precurseur inerte par 
formation de fonctions thiols libres ou substitutes conduisant au 
collagene modifie reticulable vise. Cette activation peut 
notamment etre realisee par reduction. 

Conformement a une deuxieme forme de mise en oeuvre du 
procede suivant I'invention, les etapes supp lementai res suivantes 
sont prevues : 

- - activation indirecte du precurseur inerte, de 

preference par oxydation, conduisant a du 
collagene reticule par l' intermediai re de ponts 
disulfure intercatenai res, 

- - transformation, de preference par reduction, du 

collagene reticule en collagene modifie porteur de 
fonctions thiols libres ou substitutes, 
stabi Lisees. 

Les etapes a a d, e, e 1 et f 1 sont decrites en detail 
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ci-apres. 

Le materiau de depart utilise dans ce procede peut etre 
du collagene animal ou humain, soluble dans les solvants organiques 
polaires aprotiques, et presentant ou non des telopeptides. 
05 II peut eventuelLement s'agir d'un collagene modifie, par 

exemple, par acylation (e.g. succinylation) de ses fonctions 
aminees. 

II va de soi que le materiau de depart peut etre 
constitue par un melange d'au moins deux de ces differents types 

10 de collagene. 

L'etape a est I'une des etapes essentielles du procede 
suivant L' invention, car elle permet la formation d'un milieu 
reactionnel organique, qui s'est avere etre parti culi erement adapte 
et necessaire aux operations ulterieures. 

15 Le collagene de depart est done solubilise dans un 

solvant organique polaire aprotique, tel que le dimethylsulfoxyde 
(DMSO), le dimethylacetamide (DMAC), le dimethylformamide (DMF) ou 
le N-methylpyrrolidone (NMP) . 

Cette solubi li sation est, de preference, effectuee a 

20 I'aide d'un auxiliaire de solubi Li sation qui peut etre un solvant, 
comme par exemple Le methanol ou un acide carboxylique 
correspondant, de preference, a celui employe lors de l'etape b. 

L'etape b est une etape d'acylation et de carboxylation 
du collagene solubilise. Elle est, de preference, effectuee a 

25 I'aide d'un anhydride de diacide carboxylique. Cette reaction 

permet la fixation par liaison covalente de I'une des extremites 
C00H du diacide sur une fonction OH ou NHj Libre des acides 
amines. En final, la chaine peptidique est porteuse de groupements 
GOOH libres, constitues chacun par I'autre extremite carboxylee 

30 du diacide. 

La forme reactive devant se presenter sous forme 
d'anhydride, on choisit, en tant que diacide carboxylique, ceux 
qui sont aptes a former des anhydrides cycliques. II s'agit, de 
preference, de diacides comportant au moins 4 atomes de carbone. 

35 A titre d'exemple, on peut citer la liste de composes 
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suivants : acide succinique, glutarique, phtalique, itaconique, 
citraconique et maleique. Naturellement, iL convient d'etendre 
cette liste aux derives de tous types des susdits acides. 

Les anhydrides d'acide succinique ou gLutarique sont 

05 parti culi erement preferes. 

Avantageusement, L' anhydride est mis a reagir avec Le 
coLlagene en solution, en presence d'une base organique, de 
preference du type tertiaire, teLLe que La triethy lamine, ou bien 
encore La N-methyl ou N-ethyl morphoLine. 

10 Apres extraction et Lavage, on recupere un coLlagene 

substitue par Le diacide considere, a un taux modulable en 
fonction de la proportion d' anhydride mis en presence du coLlagene 
et/ou de La quant ite de base mise en oeuvre. 

D'une maniere generale, compte tenu du nombre de 

15 fonctions reactives disponibLes sur Le coLlagene, Le taux de 

substitution peut varier d'environ 1 a environ 22 acides amines 
acyles pour cent acides amines du coLlagene. Ces collagenes 
acyles, par exemple succinyles, a un taux de substitution 
superieur ou egaL a environ 1, de preference inferieur ou egal a 

20 environ 22 radicaux acyles pour cent acides amines, constituent 
de nouveaux produits intermediai res stables. 

Les collagenes substitues obtenus sont solubles dans 
I'eau a un pH superieur a 5,5-7 et dans les solvants organiques 
polaires aprotiques, quel que soit I'anhydride utilise. 

25 A titre illustratif et non limitatif, on peut signaler 

que Les collagenes substitues par de I'acide succinique sont 
solubles dans I'eau a un pH inferieur a 2,3 et superieur a 5,5. 

Apres acylation/carboxylation, les collagenes presentent 
environ entre 10 et 30 % en nombre de residus amino acides 

30 porteurs d'une fonction carboxy Lique. II s'agit, en premier Lieu, 
de ceux qui ont reagi avec I'anhydride acide, et, en second Lieu, 
de I'acide glutamique et de I'acide aspartique presents dans le 
coLlagene de depart. 

Le coLlagene acyle et carboxyle est soumis ensuite a 

35 I'etape c d'activation de ses fonctions carboxyles libres. CeLle-ci 
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est reaLisee a L'aide d'un hatogenure d'acide carboxyLique, de 
preference un chlorure d'acide, et conduit a La formation 
d'anhydrides mixtes sur toute fonction carboxyLe Libre du coLLagene 
acyLe. 

Le chLorure d'acide uti'Lise est generaLement choisi dans 
La famiLLe des aLkyL et/ou aryL-ch Loro-carbonates et des 
chlorures d'acide carboxy Liques encombres. 

On retiendra preferentieLLement L'ethyL ch Loroformate, 
mais egaLement Le chLorure de trimethyL acetyLe. 

L'activation s'opere dans un miLieu soLvant aprotique 
poLaire (DMSO, DMF, DMAC, NMP, seuL ou en meLange), en presence 
d'une base organique tertiaire, teLLe que La triethyLamine ou La 
N-methyL ou N-ethyL morphoLine, de preference, La triethyLamine. 

Cette reaction d'activation interesse aussi bien Les 
residus carboxyLiques introduits dans L'etape b que Les carboxyLes 
des acides amines gLutamique et aspartique, soit au totaL pour 
un coLLagene fortement acyLe, environ 30 % en nombre des acides 
amines. 

Le coLLagene acyLe, par exempLe succinyLe et active, par 
exempLe a L'aide d'ethyLchLoroformate, constitue Lui aussi un 
intermediai re reactionneL nouveau. 

L'etape d consiste a faire reagir Le coLLagene active 
avec un residu "cysteique" a. fonction(s) thioL(s) bLoquee(s), de 
maniere a obtenir un precurseur inerte du coLLagene modifie vise. 

Par residus" cysteiques" au sens de La presente invention, 
on entend tout compose de formuLe genera Le : 




dans LaqueLLe : 

- R 1 est une chalne carbonee aLiphatique et/ou aromatique et/ou 



^ 2692582 

14 



cycLique, de preference alkylique, alkylenique, arylique ou 
araLkylenique et plus preferentieL Lement encore, methylique, 
ethyLique, ou aLLyLique ; 
- est une chaine carbonee eventueL Lement soufree, aLiphatique 
et/ou aromatique et/ou cyclique, de preference choisie parmi Les 
groupements de formule generate suivante : 




C00R 1 



ou S - <CH 2 ) y - CH y = 1 ou 2 




- x est egal a 1 ou a 2 

Le substitut en J? 2 constitue un moyen de protection des 
fonctions thiols de residus cysteiques, afin d'eviter que ceUes-ci 
ne reagissent sur Les COOH actives du coLlagene, Lors de Leur mise 
en contact. 

Suivant une disposition preferee de La presente 
invention, on utilise, a titre de residu cysteique, la cystine 
dimethylester : 



CH 3 00C COOCH 3 



'CH - CH 2 - S - S - CH 2 - CH 



NH^ NH 2 
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et plus pref erentiellement encore. La S-triphenyl methyl cysteine 
methylester : 

CH,OOC 

\ 

CH - CH 2 - S - C 

NH 2 

Dans ce dernier cas, le blocage des fonctions thiols 
s'effectue par mise en presence de cysteine methylester avec du 
triphenyl methanol et du BF3 etherate, a une temperature superieure 
a 50°C. Le residu cysteique recupere se presente sous la forme 
d'une hui le jaunatre cristallisable. 

Pour la mise en oeuvre du greffage du residu cysteique 
sur le collagene active, le milieu reactionnel obtenu a l' issue de 
I'etape c peut etre utilise di rectement. 

La reaction se deroule, au moins en partie, a une 
temperature inferieure ou egale a - 5°C. 

Le collagene substitue par le residu cysteique, 
constituant un precurseur inerte du collagene modi fie que I 'on 
cherche a obtenir, est recupere par precipitation par exemple a 
I'aide d'acetate d'ethyle. II se trouve ainsi sous la forme .d'un 
intermediate reactionnel nouveau et stable. 

L'etape e de la premiere forme de mise en oeuvre du 
procede conforme a l' invention consiste en une reconstitution des 
fonctions thiols, par elimination du groupement protecteur. 
Celle-ci peut etre realisee par reduction a I'aide d'un agent 
reducteur choisi, de preference, parmi les mercaptans et/ou les sels 
reducteurs et/ou les composes reducteurs organiques. 

Le mercaptan peut etre le mercaptoethanol, I'acide 
mercaptoacetique, la mercaptoethylamine, le benzy Imercaptan, le 
thiocresol ou le dithiothreitol- 

Comme sel reducteur, il est possible de retenir, par 
exemple, le borohydrure de sodium ou I ' hydrogenosulf i te de sodium. 
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Les phosphines, telles que La tributylphosphine convient 
bien a titre de compose reducteur organique. 

On utilise avantageusement des melanges d'agent reducteur 
et, de maniere preferee, une combinaison de mercaptoethanol/ 
borohydrure de sodium. 

La reduction peut §tre realisee en milieu aqueux basique 
ou neutre, dans des solvants organiques ou dans des melanges de 
solvants organiques en presence ou en absence d'eau. 

Cette etape e de reduction est mise en oeuvre, notamment, 
lorsque le groupement R2 du residu cysteique greffe sur le 
precurseur inerte est du type : 



^^COORf 

- S - (CH-.) - CH """^ y = 1 ou 2 

^NH 2 

Le produit reduit est stabilise par passage en milieu 
acide a pH inferieur a 4. II est stocke sous forme de poudre 
obtenue, par exemple, par lyophi lisation, dans une atmosphere 
azotee a I'abri de I'oxygene. 

Dans la deuxieme forme de mise en oeuvre du procede 
suivant I'invention, L'etape consiste en une oxydation a I'aide 
d'un agent oxydant, tel que I'iode en solution alcoolique, par 
exemple methanolique, dans un milieu reactionnel a base de solvant 
polaire organique aprotique, caracteristique du procede suivant 
I'invention, tel que le DMF. On obtient du collagene reticule par 
des ponts disulfure. 

Pour obtenir le collagene reticulable a fonctions SH 
libres ou substitutes, il convient de mettre en oeuvre l'etape 
de reduction de ce collagene reticule. 

Cette reduction est du type de celle mise en oeuvre dans 
le cadre de l'etape e decrite ci-dessus. 

Les etapes e^ et f-j sont mises en oeuvre lorsque le 
precurseur inerte presente un residu cysteique ayant un 
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substituant R-, du type : 



05 




Selon une caracteri stique avantageuse de La presente 

invention, Les quantites des differents reactifs intervenant dans 
10 Le procede sont choisies de telle sorte que le collagene modifie, 

autoreti culable obtenu comprenne une proportion de fonctions 

thiols libres superieure ou egale a 3. 

Sous un autre aspect, L'invention concerne, egalement, un 

procede d'obtention d'un collagene reticule, insoluble dans L'eau 
15 et/ou dans les solvants organiques polaires aprotiques, consistant 

a mettre en oeuvre les etapes a, b, c, d, et du procede decrit 

ci-dessus. 

Comme il a ete vu ci-avant, le principe du procede 
suivant l'invention consiste a potentialiser les fonctions de la 

20 chaine peptidique, que sont les NH^ et les OH, a I'aide d'un 

compose d'espacement, de maniere a pouvoir greffer sur celles-ci, 
ainsi que sur des fonctions C00H libres d'origine, des residus 
cysteiques suivant des degres de substitution variables et 
modulables a souhait. 

25 Les residus cysteiques greffes sur les chaines de 

collagene sont oxydes pour donner des ponts disulfure entre ces 
molecules. Cette reaction conduit a la formation d'un reseau 
tridimensionnel, insoluble dans les milieux physioLogiques et 
soluble dans des milieux reducteurs capables de reduire les ponts 

30 disulfure. 

Le nombre de liaisons formees entre ces differentes 
molecules depend du degre de substitution et des conditions 
d'oxydation. 

S'agissant du taux de reticulation, il est determinant au 
35 regard de la resistance mecanique et de la biodegradabi lite des 
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reticulats obtenus. 

Le collagene reticulable et le collagene reticule 
suivant l'invention ne contiennent que des molecules ou derives de 
nature biologique, susceptibtes d'etre f aci Lement metabolises pour 
05 donner des composes reconnus comme metabolites par les organismes 
animaux. 

Les reactifs utilises lors des modifications chimiques 
sont, soit transformables en produits non toxiques, soit faci lement 
eliminables par des procedes non denaturants, comme la dialyse par 
10 exemple. 

Le collagene modifie sous forme reduite ne contient pas 
de fonctions activees residuelles et le collagene reticule oxyde 
ne peut contenir que des fonctions thiols n'ayant pas reagi . Ces 
fonctions ne sont pas toxiques, puisque naturellement presentes 
15 dans un grand nombre de proteines animales. 

Les procedes d'oxydation ne font pas appel a des 
substances toxiques, ni a des conditions agressives pour les 
tissus vivants. 

L'invention off re la possibilite tres appreciable de 
20 pouvoir controler I'ensemble des phenomenes de reticulation du 
collagene, dont notamment la cinetique et le taux. Ceci est 
particulierement utile pour la realisation d'objets moules ou 
extrudes, du type implants, protheses, lentilles epi corneennes, 
etc. 

25 Un autre avantage non negligeable de l'invention est 

qu'elle permet de moduler les proprietes mecaniques, en controlant 
le nombre de residus cysteiques introduits par unite de masse du 
collagene. II est clair qu'au niveau industriel, une telle 
souplesse amenera une tres bonne reproductibi lite des produits 

30 finis. II est egalement possible de cibler precisement une classe 
de produits reticules conformes au cahier des charges, etabli en 
fonction de L'application visee et definissant les contraintes 
mecaniques et les cinetiques de biodegradation souhaitees. 

Les produits et les procedes suivant l'invention 

35 trouvent des applications immediates, d'une part, en medecine 
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humaine et, d'autre part, dans Le domaine de La bioLogie. 

En medecine humaine, il peut s'agir d'implants, par 
exemple ophtaLmoLogiques, de protheses, par exemple osseuses, de 
pansements sous forme de films ou de feutres, de tissus artificiels 
05 (epiderme, vaisseaux. Ligaments, os), de systemes de 

bioencapsuLation (microspheres, microcapsules) permettant La 
Liberation controlee de principes actifs in vivo, de revetements de 
biocompatibi lisation d'articles medicaux implantables ou bien 
encore de fils de suture. 
10 En bioLogie, Les materiaux suivant L'invention 

constituent d'excellents supports pour cultures cellulaires 
bidimensionneLLes (films) et tridimensionhelles (feutres). 

Le collagene reticule selon L'invention peut etre 
utilise seul ou en melange avec des polymeres biologiques 
15 modifies ou non ou des polymeres synthetiques. 

D'autres avantages et variantes de la presente invention 
. ressortent bien de I'exempLe decrit ci-apres, de La deuxieme forme 
de mise en oeuvre du procede suivant L'invention comprenant Les 
etapes a a d, e^ et f^. 
20 Etape a : SoLubi Lisation de L'atelocolLagene de depart : 

25 g d' atelocoLlagene sont mis en suspension dans 230 ml 
de methanol. Apres gonflement pendant 15 secondes, 230 ml de DMSO 
sont ajoutes et Le milieu est agite jusqu'a dissolution complete a 
20° C. Le milieu est alors filtre sur fiLtre 45 microns et le 
25 methanol est evapore sous vide (environ 0,3 m bars). 

Etape b : Activation et carboxylation du collagene 
solubilise : 

A la solution coLLagenique obtenue a l' issue de I'etape a 
et exempte de methanol, sont ajoutes 30 g (30 mmoles) d' anhydride 

30 succinique, puis apres dissolution complete 23 ml (0,165 mmoles) de 
triethylamine, goutte a goutte en 10 minutes. La temperature est 
maintenue a 25° C par un systeme externe de thermostatisation. La 
solution obtenue est agitee pendant 3 a 6 heures, puis le collagene 
succinyle est precipite par addition de 500 ml d'acetate d'ethyle. 

35 Le precipite est ensuite Lave par deux bains successifs de 250 ml 
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d'acetone pendant 30 minutes. Le residu solide obtenu est mis en 
suspension dans 250 mL d'eau distillee et Le milieu est amene et 
maintenu a pH 8 par NaOH 6N sous agitation jusqu'a dissolution 
complete. A partir de cette solution, le collagene succinyle peut 

05 etre precipite en presence de chlorure de sodium, 10 % par 

acidification jusqu'a pH 2 a I'aide d'acide chlorhydrique 6N. Le 
precipite obtenu est alors remis en suspension dans de I'eau et 
dialyse contre de I'eau distillee maintenue a pH 2. La solution 
obtenue a I 'issue de cette etape est lyophilisee pour donner 27 g 

10 . de collagene succinyle sur 20 % des acides amines. 

Le taux de succinylation est determine par deux 
techniques : 

- Dosage enzymatique de I'acide succinique apres 
hydrolyse du collagene en milieu basique, 
15 - Dosage potentiometrique des fonctions carboxyliques. 

Etapes c et d : Activation du collagene succinyle et 

greffage de S-Triphenylmethyl Cysteine 
Methyl Ester : 
Pour la mise en oeuvre de I'etape c, 10 g de collagene 
20 succinyle a 20 % (acidite totale 27,5 mmoles) sont dissous dans 180 
ml de DMF anhydre (5 a 18 heures), puis sont ajoutes sous forte 
agitation 4,2 ml (30,10 mmoles) de triethylamine. L'ensemble est 
refroidi a - 5/-10°C, puis 3,2 ml (33,6 mmoles) d'ethylchloro- 
formate sont ajoutes goutte a goutte en 20 minutes environ. Apres 
25 15 minutes d'agitation, le collagene succinyle est active et 

I'etape c prend fin. Pour debuter I'etape d, 18 g (43,7 mmoles) de 
S-Tripheny Imethy l-Cysteine Methyl ester sont ajoutes en une seule 
fois et le milieu reactionnel est agite pendant 1 heure a -5/-10 0 
C, puis 16 heures a 20-25°C. Le derive collagenique est alors 
30 precipite par 200 ml d'acetate d'ethyle et purifie deux fois par 
dissolution dans du DMSO et reprecipitation par de I 'acetate 
d'ethyle. Le residu solide est alors lave par du methanol, puis 
seche sous vide pour donner 15,5 g de derive collagenique soluble 
dans le DMSO et le DMF et insoluble dans I'eau quel que soit le pH. 
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Etape : Deblocage du residu cysteique - obtention de 
collagene reticule par des ponts disulfure : 

15,5 grammes du collagene precedent sont dissous dans 
200 ml de OMF sous agitation pendant 16 heures, puis 30 ml de 
methanol sont ajoutes. Le milieu est alors agite vigoureusement 
pendant I'ajout goutte a goutte de 40 ml de DMF contenant 5,5 g 
(21,6 mmoles) d'iode. Un gel se forme rapidement et, apres 
addition totale de la solution d'iode, le milieu est laisse au 
repos pendant 2 heures, puis il est melange a une solution de 
thiosulfate de sodium jusqu'a decoloration complete. Le precipite 
unicolore est alors lave par de I'eau C3 x 200 ml), par de 
I'acetate d'ethyle (3 x 100 ml), puis par du methanol (2 x 200 
ml). Apres sechage sous vide, 12 grammes de produit sont obtenus. 
Le degre de substitution du collagene obtenu est estime a 11 
residus cysteine pour 100 acides amines, par dosage des 
groupements thiols liberes apres hydrolyse en milieu basique 
reducteur. 

Etape : Transformation par reduction du collagene 
reticule en collagene modifie porteur de 
fonctions thiols Libres, stabilisees : 

4 grammes de collagene reticule par des ponts disulfure, 
sous forme de poudre ou de fibres de I'etape e^, sont disperses dans 
60 ml d'une solution constitute par 40 ml de OMF et 20 ml d'eau et 
contenant 7 mmoles de mercaptoethanol . La suspension est agitee 
pendant 30 minutes a temperature ambiante (18-25° C), puis 11 
mmoles de borohydrure de sodium en solution sont ajoutees dans 5 ml 
de DMF. Le milieu est agite jusqu'a dissolution complete du derive 
collagenique (1 a 4 h) . La solution est alors neutralisee par 
addition lente d'acide- acetique pur (0,65 ml) ou d'acide 
chlorhydrique 6N (2 ml), puis dialysee sous atmosphere inerte 
contre de I'eau distillee maintenue a pH inferieur a 5, 
preferentiellement 2-4 par addition d'acide chlorhydrique 6N. La 
solution obtenue est alors lyophilisee pour donner un produit tres 
soluble dans I'eau a pH superieur a 5 et dans Les solvants polaires 
aprotiques. 
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Le coLlagene reticulable obtenu peut redonner un 
reticulat par action d'un envi ronnement oxydant doux (0 2 de L'air) 
ou fort (iode methanolique) . 
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REVENDICATIONS : 

1 - Collagene modifie, reticulable, soluble dans . 
I'eau et/ou dans les solvants organiques polaires aprotiques, et 
contenant des fonctions thiols libres ou substitutes portees par 

05 des residus de cysteine ou de ses derives, lesdits residus etant 
au moins en partie fixes au collagene par 1 1 intermedial re de 
composes d'espacement. 

2 - Collagene modifie selon la revendi cation 1, 
caracterise en ce que le compose d' espacement est un produit de 

10 nature carboxy lique, et de preference, un acide di carboxy lique 
apte a former un anhydride cyclique. 

3 - Collagene modifie selon la revendi cation 2, 
caracterise en ce que le compose d'espacement est un acide 
dicarboxylique choisi dans le groupe non limitatif de composes 

15 suivants : 

- acide succinique, glutarique, phtalique, itaconique, 
citraconique et maleique, ainsi que leurs derives. 

4 - Collagene modifie selon la revendication 1, 
caracterise en ce que les residus porteurs des fonctions thiols 

20 libres ou substitutes sont choisis parmi le groupe non limitatif 
de composes suivants : cysteine, cystine, homocysteine. 

5 - Collagene reticule, insoluble, caracterise en ce que 
ses pontages intercatenai res sont constitues par des ponts 
disulfure formes par des residus cysteiques au moins en partie 

25 fixes au collagene par I ' intermedial' re de composes d'espacement. 

6 - Collagene reticule selon la revendication 5, 
caracterise en ce qu'il est obtenu a partir du collagene selon 
I'une quelconque des revendi cations 1 a 4. 

7 - Procede d'obtention d'un collagene modifie, 

30 reticulable ou autoreticulable, soluble dans I'eau et/ou dans les 
solvants organiques polaires aprotiques, et contenant des 
fonctions thiols libres ou substitutes, caracterise en ce qu'il 
comprend essentiellement les etapes successives suivantes : 

- a - Solubi li sation du collagene de depart dans au 
35 moins un solvant organique polaire aprotique. 
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- b - acylation et carboxy tation du coLlagene solubilise, 

- c - activation des fonctions carboxyles libres du 

coLlagene, 

- d - reaction du coLlagene active avec un residu 

cysteique a fonctions(s) thioL(s) bloquee(s), de 
maniere a obtenir un precurseur inerte du 
coLlagene modifie vise. 

8 - Procede selon La revendi cation 7, caracterise en ce 
qu'iL comprend l'etape supplemental re suivante : 

- e - activation directe du precurseur inerte, de 

preference par reduction, conduisant au coLlagene 
modifie porteur de fonctions thiols Libres ou 
substitutes, stabilisees. 

9 - Procede selon La revendi cation 7, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes supplemental res suivantes : 

- e^ - activation indirecte du precurseur inerte, de 

preference par oxydation, conduisant a du 
collagene reticule par l* intermediai re 
de ponts de disulfure intercatenai res, 

- f.j - transformation, de preference par reduction, du 

coLlagene reticule en coLlagene modifie porteur 
de fonctions thiols Libres ou substitutes, 
stabilisees. 

10 - Procede selon I'une quelconque des revendi cations 7 a 
9, caracterise en ce que L'etape a est realisee a L'aide d'un 
auxiliaire de soLubi lisation. 

11 - Procede selon I'une quelconque des revendi cations 7 
a 10, caracterise en ce que le solvant poLaire aprotique, mis en 
oeuvre a l'etape a, est choisi parmi la liste non Limitative de 
produits suivants : DiMethylSulf Oxyde, DiHethylAcetamide, 
DiMethylFormamide, N-Methy Ipyrrolidone, seuls ou en melange. 

12 - Procede selon I'une quelconque des revendi cations 7 a 
11, caracterise en ce que l'etape b est realisee a l'aide d'un 
anhydride d'acide di carboxylique, choisi parmi la liste non 
limitative suivante d'anhydrides d'acides di carboxy Liques ou de 



m 
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leurs derives : succinique, glutarique, phtaLique, itaconique, 
citraconique et maLeique, L'anhydride succinique etant prefere. 

13 - Procede seLon L'une queLconque des revendications 7 
a 12, caracterise en ce que L'etape b est realisee en presence 

05 d'une base organique, de preference du type tertiaire, teLle que 
La triethyLamine, ou bien encore la N-methyl ou N-ethylmorpholine. 

14 - Procede selon L'une queLconque des revendications 7 a 
13, caracterise en ce que L'etape c est effectuee a L'aide d'un 
haLogenure d'acide, et de preference, d'un chLorure d'acide. 

10 15 - Procede seLon L'une queLconque des revendications 7 a 

15, caracterise en ce que L'etape d consiste a faire reagir Le 
coLLagene a fonctions carboxyLes activees de L'etape c, avec un 
residu cysteique de formuLe generale : 



15 



20 



25 



R-jOOC 




CH - (CH^,) - S - R-, 
2 x 2 



dans LaqueLle : 

* R.j est une chaine carbonee aLiphatique et/ou aromatique 
et/ou cycLique, de preference alkyLique, aLkyLenique, aryLique, 
araLkyLique ou araLkyLenique, et pLus preferentieLLement encore, 
methylique, ethylique ou allyLique ; 

* R2 est une chaine carbonee eventueLLement soufree, 
aLiphatique et/ou aromatique et/ou cycLique, de preference choisie 
parmi Les groupements de formuLe suivante : 
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ou 



05 



,C00R 1 



- S - CCH 2 ) y - CH y = 1 ou 2 



NH 2 



10 

- et x est egal a 1 ou a 2 

16 - Procede d'obtention d'un collagene reticule, 
insoluble, caracterise en ce qu'il consiste a mettre en oeuvre les 
etapes a, b, c, d et e 1 du procede selon la revendi cation 7 et la 

15 revendi cation 9. 

17 - Produit intermediai re obtenu lors de la mise en 
oeuvre du procede selon I'une quelconque des revendications 8 a 16, 
caracterise en ce qu'il est constitue par du collagene ayant reagi 
avec un diacide carboxylique, par 1 1 intermediai re d'au moins une 

20 partie de ses fonctions reactives OH et NH 2 , et en ce qu'il 

comporte de 4 a 22 greffons carboxy liques pour cent acides amines. 

18 - Produit intermediai re selon la revendi cation 17, 
caracterise en ce que le diacide est I'acide succinique ou I'acide 
glutarique. 

25 19 - Application du collagene modifie, reticulable 

selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, ou de celui 
obtenu par le procede selon I'une quelconque des revendications 7 
a 15, ou du collagene reticule selon La revendication 5 ou 6, ou 
bien encore de celui obtenu par le procede selon la 

30 revendication 16, a la preparation d'articles utilisables en 
medecine, du type implants, protheses, peaux arti f i cielles, 
pansements, revetements de protheses ou autres. 

35 
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